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“Science can never solve one problem  
     without raising ten more problems” 




















Además de las unidades y abreviaturas aceptadas por el Sistema Internacional de Medidas (SI) 
(http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html) y la International Union of Pure and Applied Chemistry (IU-
PAC) (http://old.iupac.org/publications/epub/index.html#nt), en esta tesis se han utilizado las siguentes 
abreviaturas: 
 
ADC, arginina descarboxilasa. 
ADN-e, ADN extracelular. 
Amp, ampicilina. 
AOM, otitis media aguda o acute otitis media. 
ATCC, American Type Culture Collection.  
AUH, agmatinasa. 
BSA, seroalbúmina bovina. 
BZA, benzamidina. 
C+A, medio CpH8 suplementado con BSA al 0.08%. 
C+Y, medio CpH8 suplementado con extracto de levadura al 0.08%. 
C+Y+A, medio C+Y suplementado con BSA al 0.08%. 
C4BP, proteína de unión al factor C4b del complemento. 
cap3, operón capsular de neumococo de serotipo 3. 
cap3p, promotor del operón capsular de serotipo 3. 
CAZy, base de datos de enzimas con actividad sobre carbohidratos o Carbohydrate Active enZYmes. 
CaBM, dominio de unión a azúcares o carbohydrate-binding module. 
CANSDC, carboxinorespermidina descarboxilasa. 
CANSDH, carboxinorespermidina deshidrogenasa. 
CASDC, carboxiespermidina descarboxilasa. 
CASDH, carboxiespermidina deshidrogenasa. 
CBD, dominio de unión a colina o choline-binding domain. 
CBP, proteína de unión a colina o choline-binding protein. 
CBR, repetición de unión a colina o choline-binding repeat. 
CC, complejo clonal (conjunto de secuencitipos idénticos en, al menos, 6 de los 7 alelos MLST). 
CCUG, Culture Collection, University of Göteborg. 
CECT, Colección Española de Cultivos Tipo. 
CLSM, microscopio (y microscopía) de barrido láser confocal. 
Cm, cloranfenicol. 
ConA, concanavalina A. 
cpm, cuentas por minuto. 
CPS, polisacárido capsular. 
CRP, proteína C-reactiva. 
CSP, péptido estimulador de la competencia o competence-stimulating peptide. 
CTM, medio completo de transformación. 
CV, solución de cristal violeta al 1% en agua. 
DAPI, 4', 6-diamidino-2-fenilindol. 
DDAO, 7-hidroxi-9H-(1,3-dicloro-9,9-dimetilacridin-2-ona). 
DO, densidad óptica. 
Doc, desoxicolato sódico. 
DispB, dispersina B. 
DTT, ditiotreitol. 
EDTA, ácido etilendiaminotetraacético. 
EPS, sustancias poliméricas extracelulares o extracellular polymeric substances. 
Ery, eritromicina. 
fI, factor I; un regulador del sistema del complemento. 
fH, factor H; un regulador del sistema del complemento. 
FITC, isotiocianato de fluoresceína. 
GalNAc, N-acetil-D-galactosamina. 
GFP, proteína con fluorescencia verde o green fluorescent protein. 
GH, glicósido hidrolasa. 
GlcNAc, N-acetilglucosamina. 
GT, glicosiltransferasa. 
HEWL, lisozima de clara de huevo. 
IPD, enfermedad neumocócica invasiva o invasive pneumococcal disease. 
IPTG, isopropil--D-1-tiogalactopiranósido. 
IRs, repeticiones invertidas. 
Kan, kanamicina. 
Ln, lincomicina. 
LTA, ácido lipoteicoico. 
LTSEM, microscopio (y microscopía) de barrido a bajas temperaturas. 
MAC, complejo de ataque a la membrana o membrane attack complex. 
MASP, serín proteasas asociadas a MBL o mannose-binding lectin-associated serine proteases. 
MBL, lectina de unión a manosa o mannose-binding lectin. También reciben el nombre conjunto de co-
lectinas. 
MIC, Concentración mínima inhibitoria. 
MLSA, análisis mediante secuenciación multilocular o multilocus sequence analysis. 
MLST, tipificación mediante secuenciación multilocular o multilocus sequence typing. 
MLEE, electroforesis enzimática multilocular o multilocus enzyme electrophoresis. 
MurNAc, ácido N-acetilmurámico. 
NAC, N-acetil-L-cisteína. 
NAM-amidasa, N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa. 
NCTC, National Collection of Type Cultures (http://www.hpacultures.org.uk/collec-tions/nctc.jsp). 
NeuNAc, ácido N-acetilneuramínico. 
Opt, optoquina. 
PAF, factor de activación plaquetaria o platelet-activating factor. 
PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida. 
pb, pares de bases. 
PCV7, vacuna conjugada antineumocócica heptavalente. 
Pen, penicilina. 
PFGE, electroforesis en campo pulsado o pulsed-field gel electrophoresis. 
PL, polisacárido liasa. 
pIgR, receptor de las inmunoglobulinas poliméricas o polymeric immunoglobulin receptor. 
PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 
PNA, aglutinina del cacahuete o peanut agglutinin. 
R, resistente. 
RA, región accesoria del genoma de neumococo, es decir, no presente en todas las cepas. 
S, susceptible o sensible. 
SBA, aglutinina de soja. 
SDS, dodecilsulfato sódico. 
SGM, estreptococo(s) del grupo mitis. 
sIgA, IgA secretora. 
SLV, mutante de un clon que difiere del resto de los miembros del mismo en sólo un alelo de los siete 
MLST (single locus variant). 
Spc, espectinomicina. 
SpdSyn, espermidina sintasa. 
ST, secuencitipo o sequence type. 
Str, estreptomicina. 
T, cepa tipo. 
TA, ácido teicoico. 
Tampón SP, tampón fosfato sódico 20 mM (ajustado a pH 6.9, salvo indicación en contra). 
Tampón TC, tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8.0. 
Tampón TE, tampón Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM. 
Tc, tetraciclina. 
Tris, tris(hidroximetil)aminometano. 
TSB, caldo de tripticaseína y soja. 
TSBGY, TSB suplementado con glucosa (0.4%) y extracto de levadura (0.3%). 
U, unidad(es) de actividad enzimática. 
UFC, unidades formadoras de colonias. 
Van, vancomicina. 
VanNT, no tolerante a Van. 
VanT, tolerante a Van. 
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1. CARACTERÍSTICAS DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 
1.1. Aspectos históricos 
treptococcus pneumoniae (neumococo) fue descubierto por primera vez por 
Sternberg en 1880 mediante la inoculación de conejos con su propia saliva. 
En diciembre de ese mismo año y de manera independiente, Pasteur aisló la bacte-
ria de ratones a los que había inyectado la saliva de un niño muerto por el virus de 
la rabia. Las observaciones de Pasteur se hicieron públicas antes que las de Stern-
berg en una reunión de la Academia Francesa de Medicina en París en enero de 
1881 (Pasteur, 1881) mientras que las de Sternberg se publicaron en abril de ese 
mismo año (Sternberg, 1881). En 1884, Gram desarrolló la tinción que lleva su 
nombre no tanto para diferenciar bacterias sino para facilitar la visualización de 
neumococo en el tejido pulmonar (Gram, 1884). Ese mismo año, este microorga-
nismo fue denominado Micrococcus pneumoniae (Klein, 1884), más tarde Diplococ-
cus pneumoniae (Weichselbaum, 1886) y, finalmente, S. pneumoniae (Chester, 
1901). No obstante, debe hacerse notar que esta última denominación no fue acep-
tada oficialmente hasta 1980 (Skerman et al., 1980). 
S 
Neumococo ha desempeñado un papel fundamental en el nacimiento de la biolo-
gía molecular. En 1928, el científico británico Griffith obtuvo la primera evidencia de 
transformación genética bacteriana trabajando con S. pneumoniae. Griffith estaba 
realizando estudios sobre la cápsula de neumococo y demostró que, si células cap-
suladas muertas por calor se inyectaban en un ratón junto a células no capsuladas 
vivas (que carecían de virulencia por sí solas), se producía una infección mortal y 
las bacterias que se recuperaban del animal eran de tipo capsulado (Griffith, 1928). 
A la sustancia responsable de este cambio se le denominó “principio transforman-
te”. Este principio fue identificado a nivel molecular por Oswald T. Avery y sus cola-
boradores del Instituto Rockefeller de Nueva York, en una serie de estudios lleva-
dos a cabo en los años 30 y que culminaron en 1944 con la demostración de que 
los genes están hechos de ADN (Avery et al., 1944; McCarty y Avery, 1946). Entre 
las muy numerosas revisiones que recogen experiencias históricas sobre la investi-
gación con neumococo podemos recomendar algunas al lector interesado (Hayes, 
1966; Downie, 1972; White et al., 1979; Austrian, 1981, 1993, 2000; Watson et al., 




1.2. Características generales 
Neumococo es una bacteria Gram-positiva, de 0.51.25 μm de longitud que, fre-
cuentemente, forma parte de la microbiota del tracto respiratorio superior del ser 
humano. De manera excepcional, se han aislado neumococos a partir de animales 
de compañía así como de otros animales que habían estado previamente en con-
tacto con humanos (van der Linden et al., 2009). En particular, S. pneumoniae de 
serotipo 3 es causa frecuente de enfermedad respiratoria en caballos de carreras 
(Benson y Sweeney, 1984; Chanter, 1994; Wood et al., 2005). No obstante, aparte 
del ser humano, neumococo parece ser causa de enfermedad respiratoria poten-
cialmente mortal en chimpancés salvajes (Chi et al., 2007). Una información más 
amplia a este respecto puede obtenerse en http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/ 
ss/pneumoniae.html.  
S. pneumoniae se encuentra, generalmente, formando cadenas cortas o en pare-
jas (diplococos). Cuando se cultiva en placas de agar-sangre en aerobiosis presen-
ta una marcada –hemólisis debido a la producción de peróxido de hidrógeno (Bar-
nard y Stinson, 1996) pero, si es incubado en anaerobiosis, se observa β–hemólisis 
debida a la acción de la neumolisina (Ply) (Brzin, 1969). Neumococo es una bacte-
ria ácido-láctica, anaerobia facultativa, catalasa-negativa y sensible a las sales bilia-
res como el desoxicolato sódico (Doc); este detergente dispara la acción 
incontrolada de la principal autolisina (LytA) (una N-acetilmuramoil-L-alanina amida-
sa; NAM-amidasa; EC 3.5.1.28) que degrada la pared celular en un proceso absolu-
tamente dependiente de colina (Mosser y Tomasz, 1970). La colina es un requeri-
miento imprescindible para el crecimiento de este microorganismo (Tomasz, 1967) y 
es un componente estructural de los ácidos teicoicos (TAs) de la pared celular y de 
los lipoteicoicos (LTAs) unidos a la membrana (Brundish y Baddiley, 1968; Fischer 
et al., 1993; Fischer, 2000; Seo et al., 2008). Además de la lisis en presencia de 
Doc, la sensibilidad a la optoquina (Opt) es otra prueba diagnóstica universalmente 
utilizada para la identificación de aislados de neumococo en el laboratorio clínico 
(Lund y Henrichsen, 1978). La optoquina, un derivado de la quinina, es un inhibidor 
específico de algunas de las proteínas que forman parte de la subunidad F0 de la 
ATPasa protón-motriz (H+-ATPasa) de neumococo (Fenoll et al., 1994). Hay que 
hacer notar, sin embargo, que existen cepas de neumococo Opt-resistentes (OptR) 
así como estreptococos filogenéticamente muy próximos a neumococo ―los deno-
minados estreptococos del grupo mitis o SGM― que pueden ser susceptibles a la 
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acción de la Opt (OptS) (de la Campa et al., 1997; Martín-Galiano et al., 2003; Bal-
salobre et al., 2006). En consecuencia, esta técnica debe ser utilizada conjuntamen-
te con la de la lisis en presencia de Doc para poder llevar a cabo un diagnóstico co-
rrecto. En la actualidad, existen 13 especies de SGM (Martín et al., 2011) pero las 
más próximas filogenéticamente a neumococo son, por este orden, Streptococcus 
pseudopneumoniae, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus in-
fantis (Kilian et al., 2008; Donati et al., 2010). 
Sobre la base de la secuencia nucleotídica de 44 cepas, el genoma de neumoco-
co tiene una longitud media de 2.1 millones de pares de bases (Mpb), variando en-
tre 1.989 Mpb para la cepa Sp02_1198 (Núm. Acceso CACH01000000) y 2.293 
Mbp para la CDC3059-06 (Núm. Acceso ABGG00000000); posee un contenido en 
G+C del orden del 40% y, aproximadamente, sólo el 75% del genoma (1.5 Mpb) es 
común a todos los aislados (Donati et al., 2010). 
1.3. Importancia clínica de S. pneumoniae 
La importancia de S. pneumoniae reside en su gran capacidad para causar enfer-
medad en el ser humano. Como ya se ha mencionado, el hábitat natural de esta 
bacteria es el tracto respiratorio superior humano. La bacteria es normalmente por-
tada de manera asintomática en la nasofaringe de niños sanos (20–40%) y, menos 
frecuentemente, de adultos sanos (5–10%) y la colonización comienza poco des-
pués del nacimiento (estado de portador) (Austrian, 1986). Las enfermedades respi-
ratorias son responsables anualmente de la muerte de 4 millones de personas en 
todo el mundo y S. pneumoniae es la especie predominante en estas infecciones 
(Morens et al., 2004). Históricamente, la neumonía fue la principal causa de muerte 
entre la población infantil en los países industrializados y se estima que, en Estados 
Unidos en 1990, la neumonía mató a 47 de cada 1000 niños menores de 5 años. 
Aunque la situación en estos países cambió a lo largo del siglo XX, en Asia y África, 
la neumonía continúa siendo la principal causa de mortalidad infantil. Así, en los 
países en vías de desarrollo, la cuarta parte de los niños tienen un episodio de 
neumonía anualmente durante los primeros 5 años de vida (Scott et al., 2008). En 
promedio y anualmente, entre el 2% y el 3% de los niños sufren una neumonía lo 
suficientemente grave para requerir hospitalización y muchos de estos episodios 
son potencialmente fatales. En los países industrializados, la enfermedad neumo-
cócica invasiva (IPD) ―aquella que se desarrolla cuando neumococo pasa de la 
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zona donde reside habitualmente a un área normalmente estéril (sangre, líquido ce-
falorraquídeo, etc.)― tiene lugar fundamentalmente en niños menores de dos años, 
en la personas de más de 65 y en los pacientes immunodeprimidos. En los países 
en vías de desarrollo, la IPD es muy frecuente en niños menores de 2 años, inclu-
yendo los recién nacidos; las tasas de enfermedad en adultos son prácticamente 
desconocidas. Se ha estimado que en la población de entre 1 y 59 meses de edad, 
se producen casi 15 millones de casos de IPD (93% de neumonías) que ocasionan 
entre 700 000 y 1 millón de fallecimientos anualmente en todo el mundo (WHO, 
2007, 2009; O'Brien et al., 2009).  
Aunque en los años 40 del pasado siglo ya se habían descrito mutantes de neu-
mococo resistentes a penicilina (PenR) obtenidos tanto in vitro (Rake et al., 1944; 
Eriksen, 1945) como en animales de experimentación (Schmidt y Sesler, 1943), no 
fue hasta la década de los 60 cuando se observaron los primeros casos en huma-
nos. Los primeros aislados clínicos de S. pneumoniae PenR fueron reportados en 
Estados Unidos (Kislak et al., 1965) y Australia en los años 60 (Hansman y Bullen, 
1967) mientras que los primeros neumococos multirresistentes y con una alta resis-
tencia a Pen (Concentración Mínima Inhibitoria, MIC ≥2 μg/ml) fueron descubiertos 
en Sudáfrica una década después (Jacobs et al., 1978). A pesar de que la primera 
cepa PenR fue aislada en un adulto, la primera cepa multirresistente lo fue de un ni-
ño, posiblemente porque hoy en día se sabe que las cepas resistentes son más 
comunes en niños que en adultos. La razón de esta asociación no está muy clara 
pero parece reflejar el uso excesivo de antibióticos en la población infantil. El hecho 
de que los niños sean portadores habituales de neumococo conlleva a que su naso-
faringe se constituya en un hábitat idóneo para que tengan lugar fenómenos de 
transmisión genética entre cepas sensibles y resistentes, aprovechando para ello la 
capacidad natural de neumococo para incorporar ADN exógeno, lo que conduce a 
la diseminación de la resistencia (McGee et al., 2000). En la actualidad, hay cepas 
de S. pneumoniae PenR o multirresistentes distribuidas por todo el mundo. La estra-
tegia de esta bacteria es favorecer la dispersión de un número limitado de clones; 
diez de tales clones son los responsables del 85% de las enfermedades neumocó-
cicas PenR (Corso et al., 1998). Los casos de cepas PenR pueden ser tratados efi-
cazmente con quinolonas o macrólidos aunque también se han descrito situaciones 
de resistencia frente a antibióticos de estas familias (Balsalobre et al., 2003; Low, 
2005). La vancomicina (Van) es el antibiótico utilizado como último recurso para ca-
sos de cepas multirresistentes pero ya se han documentado casos en los que se ha 
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observado tolerancia a este fármaco (para una revisión reciente, véase Moscoso et 
al., 2011). 
El primer aislado clínico PenR en España fue identificado en 1979 (Casal, 1982) 
y, desde entonces, la cifra de cepas resistentes ha ido aumentando progresivamen-
te. En los años 80 del siglo pasado tuvo lugar un aumento gradual en la resistencia 
de S. pneumoniae frente a Pen y otros antibióticos. En los 90, la prevalencia de los 
neumococos PenR permaneció estable situándose, aproximadamente, en el 40% de 
las cepas aisladas de adultos con enfermedad invasiva pero, en los aislados pediá-
tricos tanto invasivos como no invasivos, aumentó hasta valores de entre el 50% y 
60% (Liñares et al., 2000). Sin embargo, en un estudio llevado a cabo entre los 
años 2001 y 2003, se ha detectado un descenso en el número de cepas PenR en la 
población infantil, en coincidencia con un descenso en el consumo de antibióticos y 
con la introducción en 2001 de la vacuna conjugada heptavalente (PCV7) (Oteo et 
al., 2004). También se han detectado cepas de S. pneumoniae con resistencia a 
macrólidos, lincosamidas y estreptogramina B y, lo que es más preocupante, resis-
tentes a cefalosporinas de tercera generación. Asimismo, se han encontrado cepas 
que presentan resistencia a tres o más grupos de antimicrobianos (30–40%) lo que 
complica enormemente el tratamiento de las infecciones por neumococo. La mayo-
ría de estos aislados pertenecen a los serogrupos/serotipos 6, 14, 15, 19, y 23 
(Liñares et al., 2000). Recientemente, se ha llegado a señalar que, debido a los ni-
veles de resistencia frente a los antibióticos que han alcanzado ciertas bacterias 
Gram-positivas entre las que se incluye S. pneumoniae, estas variantes clínicas han 
alcanzado clínicamente el estatus de “supergérmenes” (Hancock, 2005).  
1.4. Tipificación y genes capsulares 
Hasta 1998 en que se propuso la tipificación mediante secuenciación multilocular o 
MLST (Enright y Spratt, 1998) (ver más adelante), la técnica más utilizada de tipifi-
cación de neumococos era la serotipificación mediante la reacción capsular (tam-
bién llamada de Quellung) (Neufeld, 1902), utilizando anticuerpos contra el polisa-
cárido capsular (CPS) obtenidos en conejos mediante inoculación de células muer-
tas con formaldehído (Mørch, 1942). Con la excepción de algunos brotes de conjun-
tivitis que pueden ser producidos por ciertos aislados de neumococo no capsulados 
(Martin et al., 2003; Hathaway et al., 2004; Berrón et al., 2005; Hanage et al., 
2006b; Marsh et al., 2010), la cápsula es el principal factor de virulencia de neumo-
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coco constituyendo una condición sine qua non para la misma y actúa bloqueando 
el reconocimiento del microorganismo por parte del hospedador impidiendo así la 
fagocitosis (Llull et al., 2001b; Yother, 2004). Es la estructura más externa (Fig. 1) y 
está formada por polisacáridos complejos que están compuestos por unidades re-
petidas de azúcares (Kamerling, 2000) unidas a la pared celular, en la mayoría de 
los casos, posiblemente mediante enlaces covalentes (Sørensen y Blom, 1992). En 
la actualidad, se han descrito 93 serotipos capsulares inmunológicamente diferen-
tes, 90 de los cuales fueron descritos hasta 1995 (Henrichsen, 1995) y tres más han 
sido encontrados en los últimos años, concretamente los serotipos 6C (Park et al., 
2007a, b), 6D (Bratcher et al., 2009, 2010) y 11E (Zartler et al., 2009; Calix y Nahm, 
2010). Los 93 serotipos capsulares actuales se agrupan en 46 serogrupos numera-
dos del 1 al 48 (los números 26 y 30 no se utilizan). Algunos serogrupos como el 1, 
2 y 3 incluyen un único serotipo mientras que otros, como el serogrupo 11, pueden 
contener hasta 6. Normalmente, el primer serotipo descrito en un serogrupo con va-
rios serotipos se identifica con la letra F (por first) (Lund, 1970) y los siguientes con 
las letras A, B, etc. Existen, no obstante, dos excepciones: el serogrupo 6 incluye 
los serotipos 6A, 6B, 6C y 6D y, en el serogrupo 9, las letras de los tres primeros 
serotipos descritos (Vammen, 1939) tienen relación con personajes históricos (L por 
Lederle, N por Neufeld y V por Valdemar, un príncipe danés muerto en 1938 de una 
neumonía bacteriémica y del que se aisló el primer neumococo de este serotipo) 
(Henrichsen, 1995). 
El cluster cap (o cps) de neumococo (Fig. 2), que parece estar organizado como 
una unidad transcripcional (Moscoso y García, 2009), está situado entre dexB y aliA 
(dos genes que no participan en la biosíntesis de CPS) (Bentley et al., 2006), con la 
única excepción del serotipo 37, en el cual, la síntesis de CPS depende de una úni-
ca proteína codificada por un gen (tts) situado lejos del locus cap en el cromosoma 
de S. pneumoniae (Llull et al., 1999, 2001a). Noventa y uno de los 93 CPS de neu-
mococo se sintetizan por un mecanismo dependiente de una polimerasa (Wzy), por 
el cual, las subunidades repetidas se unen individualmente a undecaprenil fosfato 
en la cara interna de la membrana. Por el contrario, la síntesis de los CPS de los 
serotipos 3 y 37 está catalizada por una glicosiltransferasa (sintasa) unida a la 
membrana (Arrecubieta et al., 1996b; Llull et al., 2001a). En estos dos serotipos, las 
secuencias comunes situadas en el extremo 5’ de todos los otros loci y que codifi-
can proteínas con función reguladora, o no están presentes (serotipo 37) (Llull et al., 
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2001a), o están inactivadas por mutación y no se transcriben (serotipo 3) (Arrecu-













Figura 1. Imagen al microscopio electrónico de transmisión de un corte ultrafino de una cepa capsulada 
de serotipo 3 de neumococo mostrando la cápsula polisacarídica que rodea a la célula. Reproducido de 




Una de las características más notables del locus cap es su enorme divergencia 
genética, puesto que sólo unos pocos genes se encuentran conservados entre los 
diferentes clusters (Aanensen et al., 2007). Como acabamos de mencionar, estos 
genes (capA–D) están implicados en el procesamiento, regulación y transporte del 
CPS y, posiblemente, en la unión del CPS a la pared celular (Kadioglu et al., 2008). 
Sorprendentemente, sólo el primer gen del cluster (cap/cpsA) posee una similitud 
de más del 90% en todos los loci capsulares. En posición 5’ del gen capA, se han 
identificado una secuencia promotora funcional (5’-TAGACA–17 nucleótidos–
TATAAT-3’) y el sitio de inicio de la transcripción (Muñoz et al., 1997). 
La determinación de las resistencias antimicrobianas y la electroforesis de ADN 
genómico en campo pulsado (PFGE) (Gasc et al., 1991; Lefevre et al., 1993) tam-























































































































Figura 2. Organización de los loci capsulares de neumococo y sus regiones circundantes. Los genes se-
rotipo-específicos están sombreados en gris mientras que los genes no relacionados con la síntesis de 
CPS están indicados como flechas blancas. Las flechas anchas y estrechas representan, respectivamen-
te, genes y pseudogenes. Aparte de los genes serotipo-específicos, aquellas regiones del genoma que 
poseen una semejanza en nucleótidos superior al 90% se representan con color y sombreado idénticos. 
Las flechas curvadas indican las regiones promotoras. También se indican los posibles terminadores de 




Además de ellos, la técnica de MLST se basa en los mismos principios que la elec-
troforesis enzimática multilocular (MLEE) (Selander et al., 1986; Hall et al., 1996) 
pero se diferencia de ésta esencialmente en que lo que se comparan son las se-
cuencias parciales de siete genes muy conservados (housekeeping) que definen el 
denominado secuencitipo (ST), en lugar de la movilidad electroforética de sus pro-
ductos respectivos. Esto hace que la comparación entre los resultados obtenidos en 
diferentes laboratorios sea muy sencilla y, para ello, se ha creado una base de da-
tos en Internet (http://spneumoniae.mlst.net/) (Enright y Spratt, 1999). Recientemen-
te, se ha descrito una variante de MLST conocida como análisis mediante secuen-
ciación multilocular (MLSA) (Hanage et al., 2006a) que utiliza genes diferentes a los 
del esquema MLST y que, fundamentalmente, está concebida para identificar espe-
cies de estreptococos -hemolíticos (viridans) estrechamente relacionadas con S. 
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pneumoniae y que son difíciles de diferenciar por otros métodos (Bishop et al., 
2009) (http://www.emlsa.net/). Con respecto a la técnica MLST, señalaremos que 
los alelos secuenciados a partir de una parte de los genes aroE (siquimato des-
hidrogenasa), gdh (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), gki (glucoquinasa), recP 
(transcetolasa), spi (peptidasa señal I), xpt (xantina fosforribosiltransferasa) y ddl (D-
alanina-D-alanina ligasa) reciben un número al ser introducidos en la base de datos 
y el conjunto de dichos números se denomina secuencitipo (ST, sequence type). Un 
total de 6938 STs se encuentran incluidos en la base de datos (último acceso, 28 de 
agosto de 2011). Todos los aislados de neumococos que poseen el mismo ST se 
dice que constituyen un clon. Inicialmente, los diferentes miembros del clon son, 
evidentemente, indistinguibles por MLST pero, con el tiempo, dicho clon puede di-
versificarse dando lugar a variantes que difieran en uno de los siete loci (SLV, single 
locus variants) o más. El conjunto de ST idénticos y los que difieren entre sí con al 
menos un miembro del grupo en sólo uno de los siete genes recibe el nombre de 
complejo clonal (CC, clonal complex) (Aanensen y Spratt, 2005). 
1.5. Características de las proteínas de unión a colina o CBPs 
Las CBPs son proteínas que reconocen específicamente, como sitio de anclaje, los 
residuos de colina presentes en los TAs y LTAs; ello determina su localización en la 
superficie celular, como ya se ha dicho anteriormente en esta Memoria. Esta familia 
de proteínas no es exclusiva de S. pneumoniae ya que también se encuentra en 
otras especies bacterianas que poseen residuos de colina en la pared como son 
otras especies de SGM y, en particular, S. pseudopneumoniae (Llull et al., 2006a), 
S. mitis (Moscoso et al., 2005; Kilian et al., 2008; Campuzano et al., 2009; Haken-
beck et al., 2009; Denapaite et al., 2010) y S. oralis (Ronda et al., 1988, 1989; Hor-
ne y Tomasz, 1993; Reichmann et al., 2011) (Fig. 3), así como otras bacterias más 
alejadas filogenéticamente de neumococo como Clostridium beijerinckii (García et 
al., 1988b; Podvin et al., 1988; Sanchez-Beato et al., 1995; Sánchez-Beato y Gar-
cia, 1996; García et al., 2000b), Clostridium difficile (Demarest et al., 2005; Ho et al., 
2005) y Erysipelothrix rhusiopathiae (Makino et al., 1998, 2000; To y Nagai, 2007; 
da Silva et al., 2008; Ogawa et al., 2011).  
El número de CBPs de S. pneumoniae depende de la cepa bacteriana pero pare-
ce variar entre, aproximadamente, 10 y 15 (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al., 
2001; Hakenbeck et al., 2009; Frolet et al., 2010). Con la notable excepción de 
 11
INTRODUCCIÓN 
CbpF, cuya estructura tridimensional indica que está formada exclusivamente por 
repeticiones de motivos de unión a colina (con variantes) (Molina et al., 2009), todas 
las CBPs tienen la característica común de ser proteínas modulares compuestas 
por, al menos, dos dominios diferentes, uno de reconocimiento de colina, denomi-
nado dominio de unión a colina (CBD) ―que le permite a la proteína unirse de for-
ma no covalente a los residuos de colina de la superficie bacteriana― y otro domi-
nio funcional responsable de la actividad biológica de cada proteína, sea ésta enzi-
mática o no (García et al., 2000b; Swiatlo et al., 2004; López y García, 2004; López 
et al., 2004) (Fig. 3).  
Los CBDs se caracterizan por poseer un número variable [pero siempre 4 
(Garcia et al., 1994)], de repeticiones de unos 20 aminoácidos cada una, que se 
denominan CBRs (repeticiones de unión a colina) (PF01473) (Fig. 3). Cada CBR de 
LytA se pliega formando una estructura en horquilla , dando lugar a una superhéli-
ce levógira con forma característica de solenoide que constituye el CBD 
(Fernández-Tornero et al., 2001, 2002). Plegamientos muy similares, cuando no 
idénticos, han sido observados en las demás CBDs de neumococo cuya estructura 
cristalina ha sido resuelta, esto es, Pce (Hermoso et al., 2005), CbpF (Molina et al., 
2009), Spr1274 (Zhang et al., 2009) y LytC (Pérez-Dorado et al., 2010). 
Algunas CBPs, como LytA, LytB, LytC, Pce y CbpD, están implicadas en la hidró-
lisis de diferentes enlaces covalentes de la pared celular de S. pneumoniae. La 
NAM-amidasa LytA (García et al., 1985b, 1986) y la lisozima LytC (García et al., 
1999a) son las dos autolisinas de neumococo; la segunda posee una temperatura 
óptima de 30°C, lo que sugiere que podría desempeñar un importante papel en las 
vías respiratorias superiores (Ramos-Sevillano et al., 2011). LytB es una N-
acetilglucosaminidasa implicada en la separación de las células hijas al final de la 
división celular (García et al., 1999b; De las Rivas et al., 2002), mientras que Pce es 
una fosforilcolín esterasa capaz de liberar, siquiera parcialmente, los residuos de 
fosforilcolina de la pared celular (Höltje y Tomasz, 1974; de las Rivas et al., 2001; 
Vollmer y Tomasz, 2001). CbpD parece ser una peptidoglicán hidrolasa con activi-
dad autolítica que actúa en la zona de división celular (Guiral et al., 2005; Eldholm 
et al., 2009, 2010). CbpD contiene un dominio CHAP (cysteine, histidine-dependent 
amidohydrolase/peptidase) (Fig. 3), lo que sugiere que podría tratarse de una NAM-
amidasa o de una endopeptidasa (Llull et al., 2006b).  
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Además de desempeñar papeles fisiológicos importantes en procesos tales como 
la separación de las células hijas o la autolisis espontánea tanto en la fase estacio-





























































































Figura 3. Representación esquemática de la organización modular de algunas CBPs de S. pneumoniae 
y sus fagos. También se muestran otras CBPs de SGM y sus fagos. Los diferentes módulos han sido 
denominados como se indica en la base de datos Pfam (versión 25.0) (Finn et al., 2010). El asterisco in-
dica una CBR conteniendo una deleción característica de dos aminoácidos encontrada en NAM-
amidasas LytA de SGM y alguno de sus fagos (Obregón et al., 2002; Llull et al., 2006a; Morales et al., 
2010). PS, péptido señal. 
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más recientemente se ha puesto en evidencia la implicación de varias de las CBPs 
en otros procesos tales como la formación de biofilmes (Moscoso et al., 2006), la to-
lerancia frente a glicopéptidos (Moscoso et al., 2010, 2011), la transformación gené-
tica (Moscoso y Claverys, 2004; Kausmally et al., 2005,) o el denominado “fratrici-
dio” por el cual la inducción del estado de competencia para transformación genéti-
ca induce la síntesis, en las células competentes, de una serie de proteínas (inclui-
das varias CBPs) que lisan a otros neumococos no competentes que están presen-
tes en el mismo hábitat (Claverys y Håvarstein, 2007). 
Por otro lado, y puesto que una de las características de esta familia de proteínas 
es su localización en la superficie bacteriana, existe otro grupo de CBPs implicadas 
principalmente en la interacción con el hospedador, como PspA, PspC, PcpA o 
CbpG, que tienen importancia en la adhesión y colonización del mismo, en la eva-
sión del sistema inmune así como en la degradación de proteínas de la matriz ex-
tracelular (Jedrzejas, 2006; Mann et al., 2006; Li et al., 2007; Frolet et al., 2010). Al-
gunas CBPs pueden desempeñar ambos papeles, es decir, degradar enlaces en la 
pared celular y participar en interacciones con el hospedador esenciales para el de-
sarrollo de la IPD (Ramos-Sevillano et al., 2011). 
Con excepción del fago Cp-7 cuya enzima lítica (endolisina) (Cpl-7) es la única, 
en el sistema de neumococo y sus fagos, capaz de degradar paredes celulares con-
teniendo colina o no (García et al., 1990; Bustamante et al., 2010) (Fig. 3), tanto los 
fagos líticos (virulentos) (García et al., 1987b, 1988a, 1990; Sheehan et al., 1997) 
como atemperados (Romero et al., 1990a, b; Romero et al., 2009a) de neumococo 
codifican enzimas líticas de pared (endolisinas) pertenecientes a la familia de las 
CBPs. Asimismo, otros profagos de S. mitis (Díaz et al., 1992; Siboo et al., 2003; 
Romero et al., 2004a, b; Llull et al., 2006b) y S. oralis (van der Ploeg, 2010) también 
codifican endolisinas que son CBPs. Igualmente, existe evidencia de la existencia, 
además de las endolisinas, de otras proteínas codificadas por algunos de esos fa-
gos que también son capaces de unirse a los residuos de colina (Lopez et al., 1982; 
García et al., 2005; Mitchell et al., 2007) (Fig. 3). Es importante resaltar que, 
aproximadamente, el 60% de los aislados clínicos de S. pneumoniae contienen pro-
fagos (Ramirez et al., 1999; Romero et al., 2009b) y que todos ellos codifican endo-
lisinas muy similares a la NAM-amidasa LytA de neumococo (Romero et al., 2009a; 
Morales et al., 2010) (Fig. 3). En marcado contraste con estos datos, los fagos líti-
cos de neumococo codifican, o bien lisozimas (como es el caso de los fagos de la 
familia Cp; Cpl-1 y Cpl-7; García et al., 1987b, 1990; Hermoso et al., 2003) o bien 
 14
INTRODUCCIÓN 
una NAM-amidasa (Pal; fago Dp-1) (García et al., 1984) pero de una familia (amida-
se_5) diferente a la de LytA de S. pneumoniae LytASpn (amidase_2) (Fig. 3). 
2. PATOGÉNESIS DE LA ENFERMEDAD NEUMOCÓCICA 
Una vez establecido el estado de portador, S. pneumoniae puede diseminarse y co-
lonizar e invadir el oído medio (produciendo otitis media), los pulmones (neumonía), 
el cerebro (meningitis) o la sangre (bacteriemia). No obstante, la aparición o no de 
síntomas de infección demuestra la importancia de determinados factores de inte   
racción entre el hospedador y la bacteria (Preston y Dockrell, 2008; Henriques-
Normark y Normark, 2010). Uno de los principales factores que determinan el tipo 
de relación hospedador-patógeno es el serotipo capsular (Weinberger et al., 2010); 
así, los neumococos de los serotipos 3, 6B y 19F son los más virulentos en adultos, 
mientras que los de serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F son los 
principales causantes de enfermedad invasiva en niños (Henriques et al., 2000). 
Además, existen otros factores del hospedador que también influyen en la interrela-
ción con el patógeno, tales como la edad (mayor incidencia de enfermedad neumo-
cócica en niños menores de 5 años y adultos mayores de 65 años), el estado inmu-
nológico (personas inmunodeprimidas son más propensas a desarrollar enferme-
dad), la posible invasión previa del sistema respiratorio por otros agentes patóge-
nos, como el virus de la gripe que potencia la capacidad de neumococo para coloni-
zar, desarrollar enfermedad o ambos (McCullers, 2006; Wang et al., 2011) o diver-
sos factores genéticos, muchos de ellos no bien definidos todavía, que aumentan la 
susceptibilidad del hospedador a sufrir una infección neumocócica (Brouwer et al., 
2009). 
Se pueden distinguir principalmente tres etapas en el proceso de patogénesis: 
adhesión/colonización, invasión, e inflamación y shock.  
2.1. Adhesión/colonización 
En la nasofaringe, S. pneumoniae se enfrenta a las barreras naturales de la mucosa 
respiratoria del hospedador, al sistema inmune y a otros patógenos que colonizan el 
mismo hábitat. Existen dos primeras barreras que pueden impedir, siquiera en par-
te, que neumococo colonice la mucosa respiratoria: el moco y la lisozima (Coonrod 
et al., 1991; Nelson et al., 2007b; Shimada et al., 2008). Para superar estas barre-
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ras, S. pneumoniae ha desarrollado varias estrategias. La evasión del moco tiene 
lugar mediante tres vías. En primer lugar, el CPS no se une a los residuos de ácido 
siálico presentes en la mucosa por su carga negativa, disminuyendo así la probabi-
lidad de atrapamiento (Nelson et al., 2007b). En segundo lugar, neumococo tiene 
varias exoglicosidasas (NanA, NanB, BgaA y StrH; ver más adelante) que degradan 
los glicoconjugados del moco, disminuyendo así la viscosidad del mismo y evitando 
el atrapamiento de la bacteria (Tong et al., 2001; King et al., 2006; Burnaugh et al., 
2008). En tercer lugar, la neumolisina Ply, una citolisina tiol-activada con afinidad 
por el colesterol, produce poros en las membranas celulares, disminuyendo los mo-
vimientos ciliares de las células epiteliales y permitiendo que neumococo se adhiera 
a las mismas con más facilidad sin ser eliminado (Feldman et al., 1990, 2002). En 
este proceso, la pared celular (Geelen et al., 1993) y, en particular, los residuos de 
colina de los TAs, reconocen las moléculas del receptor del factor de activación pla-
quetaria (PAF) de la superficie celular y se unen a él (Cundell et al., 1995).  
La lisozima es un muramidasa que rompe el peptidoglicano bacteriano hidroli-
zando los enlaces que unen las moléculas acetiladas del peptidoglicano bacteriano 
[N-acetilglucosamina (GlcNAc) y ácido N-acetilmurámico (MurNAc)]; para evitarlo, 
neumococo posee dos enzimas, una GlcNAc desacetilasa A (PdgA) y una O-
acetiltransferasa (Adr) de los residuos de MurNAc, que le confieren resistencia a la 
lisozima (Vollmer y Tomasz, 2000, 2002; Crisóstomo et al., 2006; Davis et al., 
2008). Ambas enzimas han demostrado ser importantes durante la colonización y, 
aunque se ha propuesto que los dobles mutantes pgdA adr poseen una eficacia bio-
lógica menor que la de la cepa salvaje, la ventaja de conseguir una resistencia 
completa a la lisozima podría compensar esa deficiencia (Davis et al., 2008). 
En la mayoría de las bacterias la adhesión se lleva a cabo a través de proteínas 
de superficie que se unen a carbohidratos del hospedador pero, de manera análo-
ga, el microorganismo también puede interaccionar con otras proteínas tanto del 
plasma como de la matriz extracelular eucariótica (Bergmann y Hammerschmidt, 
2006; Kadioglu et al., 2008). Así, se han descrito seis exoglicosidasas neumocóci-
cas: las neuraminidasas (sialidasas) NanA (Cámara et al., 1994), NanB (Berry et al., 
1996) y, la recientemente descrita en algunas cepas, NanC (Pettigrew et al., 2006; 
Xu et al., 2011), las β-galactosidasas BgaA (Zähner y Hakenbeck, 2000) y BgaC 
(Jeong et al., 2009) y la β-N-acetilglucosaminidasa StrH (Clarke et al., 1995). Ade-
más de lo ya señalado con anterioridad, la función de estas proteínas es, actuando 
aparentemente de manera coordinada, poner de manifiesto receptores glicosilados 
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que facilitarían la adhesión del patógeno a las células del hospedador (King et al., 
2006; Burnaugh et al., 2008; Jeong et al., 2009; King, 2010) así como, en una fase 
posterior de la infección, reducir la fijación del complemento a la superficie de la 
bacteria aumentando así la resistencia de ésta a la fagocitosis por los neutrófilos 
humanos (Dalia et al., 2010). 
 Se han descrito otras proteínas de la superficie de neumococo (adhesinas) im-
plicadas en adhesión como son algunas CBPs (García et al., 2000b; Swiatlo et al., 
2004; López et al., 2004; Hakenbeck et al., 2009) (Tabla 1) que, como se ha comen-
tado previamente, se caracterizan por reconocer específicamente la colina de los 
TAs y LTAs de la pared bacteriana como sitio de anclaje. Además, neumococo sin-
tetiza otras proteínas de superficie (Bergmann y Hammerschmidt, 2006) como las 
proteasas HtrA e Iga ―que son proteínas que se unen covalentemente a la pared 
celular mediante una secuencia LPXTG y la acción de una sortasa [para revisiones 
recientes, véase Ton-That et al. (2004), Desvaux et al. (2006), Marraffini et al. 
(2006) y Hendrickx et al. (2011)]― además de lipoproteínas como PsaA que poseen 
un importante papel en adhesión a las células del hospedador. Aproximadamente, 
una tercera parte de los neumococos sintetizan pili (Barocchi et al., 2006; Aguiar et 
al., 2008; Moschioni et al., 2008), un hecho que se daba por descartado hasta muy 
recientemente (Proft y Baker, 2009; Soriani y Telford, 2010; Kreikemeyer et al., 
2011). Los pili de neumococo, que participan en una mejor adhesión de aquellas 
cepas que los poseen (Löfling et al., 2011), se sintetizan a partir de los productos 
génicos situados en islotes de patogenicidad de los que, hasta la fecha, se conocen 
dos, denominados rlrA (o PI-1) y PI-2 (LeMieux et al., 2006; Bagnoli et al., 2008). 
En la mucosa nasofaríngea, neumococo es atacado por los componentes del sis-
tema inmune innato del hospedador tales como la IgA secretora (sIgA) (Janoff et al., 
1999), la lactoferrina (Shaper et al., 2004), y los componentes del sistema del com-
plemento (Picard et al., 2003; Bogaert et al., 2010). La sIgA interfiere en la unión de 
neumococo a la mucosa nasofaríngea (Kurono et al., 1991; Kaetzel, 2001) y facilita 
la opsonización de las bacterias, lo que permite la fagocitosis por las células pre-
sentadoras de antígeno y neutrófilos (Janoff et al., 1999). S. pneumoniae tiene va-
rias estrategias para evitar la opsonización por sIgA; por una parte, la cápsula inter-
fiere con la unión de sIgA (Fasching et al., 2007). Cuando, no obstante, la IgA se 
une a la cápsula, es digerida por Iga, la proteasa neumocócica de IgA1. La proteasa 
se une a sIgA en la región bisagra, inhibe la opsonización mediada por la sIgA y fa-
cilita la adhesión del microorganismo a la mucosa respiratoria (Weiser et al., 2003). 
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La lactoferrina se encuentra en varios fluidos corporales, incluyendo la saliva y las 
secreciones nasales (Raphael et al., 1989) y actúa como bacteriostático al secues-
trar el hierro necesario para el metabolismo bacteriano. Además, esta proteína está 
presente en los neutrófilos y puede aumentar la fagocitosis y la muerte bacteriana 
(Esposito et al., 1990). Para contrarrestar la acción de la lactoferrina, S. pneumo-
niae sintetiza PspA (proteína A de superficie; una CBP) que se une al sitio activo de 
la apolactoferrina humana inhibiendo la actividad de la misma (Shaper et al., 2004; 
Senkovich et al., 2007). Un tercer componente importante de la inmunidad innata de 
las mucosas es el sistema del complemento. La activación del complemento da lu-
gar a la opsonización y posterior fagocitosis, al reclutamiento de leucocitos y al en-
samblaje del complejo de ataque a la membrana (MAC) (Walport, 2001; Bogaert et 
al., 2010: Paterson y Orihuela, 2010b). El complemento tiene un papel fundamental 
en la respuesta inmune frente a S. pneumoniae habiéndose comprobado que, pa-
cientes con deficiencias en el sistema del complemento, son más susceptibles a la 
transición desde la colonización al desarrollo de la IPD (Ram et al., 2010) (para una 
descripción más detallada del sistema del complemento, véase más adelante).  
S. pneumoniae ha desarrollado varias estrategias para limitar la opsonofagocito-
sis mediada por el complemento. El CPS tiene un papel central, al limitar la cantidad 
de complemento depositado en la superficie e impedir el acceso a los receptores 
del complemento (Hyams et al., 2010). Por otra parte, varias proteínas de superficie 
(LytC, PspC, PspA, PsaA y PhpA), además de Ply, contribuyen a la reducción del 
depósito del complemento (Zhang et al., 2001; Jarva et al., 2002; Ren et al., 2004; 
Quin et al., 2005, 2007; Ochs et al., 2008; Ramos-Sevillano et al., 2011). PspC, 
también conocida como CbpA, SpsA y PbcA, es una CBP, capaz de unir C3b del 
complemento ―lo que impide la opsonización― y factor H (fH) humano (Dave et 
al., 2004; Quin et al., 2005), un factor que inhibe la activación de dos componentes 
del complemento de las vías alternativa y de las lectinas (véase Aptdo. 2.4.2). Ade-
más, algunos alelos de PspC se unen a la proteína inhibidora del complemento 
(proteína de unión a C4b  o C4BP)  (Dieudonné-Vatran et al., 2009) que bloquea la 







Tabla 1. Algunas proteínas de superficie de S. pneumoniae implicadas en adhesión 
Proteínaa Función  Referencia 
CBP   
  LytA NAM-amidasa (EC 3.5.1.28). Principal autolisina (Ronda et al., 1987: Gosink et al., 2000) 
  LytB N-acetilglucosaminidasa. Separación de las células al final de la división (García et al., 1999b; Gosink et al., 2000; Ra-
mos-Sevillano et al., 2011) 
  LytC Lisozima (EC 3.2.1.17). Autolisina a 30°C (García et al., 1999a; Gosink et al., 2000) 
  Pce Fosforilcolín esterasa. Hidrolasa de pared celular. Se une a plasminógeno (Gosink et al., 2000; Attali et al., 2008) 
  CbpD Peptidoglicán hidrolasa (Gosink et al., 2000) 
  PspA Proteína A de superficie de neumococo. Se une a lactoferrina humana (Hammerschmidt et al., 1999) 
  PspC Proteína C de superficie de neumococo. Se une al factor H del sistema del 
complemento 
(Dave et al., 2001) 
  CbpG Proteína de unión a colina G. Posible serín-proteasa (Gosink et al., 2000) 
LPXTG   
  NanA Neuraminidasa (Uchiyama et al., 2009; Banerjee et al., 2010) 
  HtrA Serín-proteasa (Sebert et al., 2002) 
  IgA Zinc metaloproteasa de IgA1 (Weiser et al., 2003) 
  RrgA Adhesina de los pili (Nelson et al., 2007a; Moschioni et al., 2010; 
(Izoré et al., 2010) 
  PsrP Adhesina glicosilada, de alto peso molecular y rica en serina (Löfling et al., 2011) 
Lipoproteínas   
  PsaA Lipoproteína transportadora de manganeso. Se une a cadherina E (Johnston et al., 2004; Anderton et al., 2007) 
Otras   
  PavA Proteína A de adhesión y virulencia. Se une a fibronectina (Holmes et al., 2001; Pracht et al., 2005; Ka-
dioglu et al., 2010)  
  Eno Fosfopiruvato  hidratasa (-enolasa) (EC 4.2.1.11). Se une a plasminógeno (Attali et al., 2008) 
  GapA Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.2.1.12). Se une a plasminó-
geno 
(Attali et al., 2008) 
a Pce, se denomina también LytD y CbpE; PspC se denomina también CbpA, SpsA y PbcA. LPXTG, proteínas que se unen covalentemente al pepti-












PhpA capaz de degradar el componente C3 (Hostetter, 1999; Zhang et al., 2001).  
Un mecanismo de defensa importante del sistema inmune innato de las vías res-
piratorias (Gould y Weiser, 2001) es el proporcionado por la proteína C-reactiva 
(CRP), que es producida por el hígado durante la fase aguda de la infección 
(Macintyre et al., 1982). La CRP se encarga de la eliminación de las células daña-
das, la regulación de la respuesta inflamatoria o ambas, dentro de las diversas fun-
ciones que tiene en el sistema inmune (Marnell et al., 2005; Windgassen et al., 
2011). La CRP también estimula la síntesis de citoquinas y quimioquinas por unión 
directa a receptores de leucocitos (Eklund, 2009). La CRP se une a residuos de fos-
forilcolina presentes en células apoptóticas (Kim et al., 2003) y varias bacterias, in-
cluyendo a neumococo (Volanakis y Kaplan, 1971; Thompson et al., 1999). Median-
te su unión a la superficie celular bacteriana, la CRP puede activar la vía clásica del
complemento a través del factor del complemento 1q (C1q) (Suresh et al., 2006) 
haciendo que la fagocitosis sea más eficiente. Además, la CRP puede unirse al re-
ceptor Fc en los macrófagos y células dendríticas, lo que favorece la fagocitosis 
(Mortensen y Duszkiewicz, 1977; Thomas-Rudolph et al., 2007) y la producción de
citoquinas (Mold y Du Clos, 2006). Algunos trabajos apuntan que el papel protector 
de la proteína CRP frente a neumococo, radica en su actuación sobre las células 
efectoras de la respuesta inmune (Suresh et al., 2007). Estudios en modelos muri-
nos de infección utilizando CRP humana inyectada intravenosamente o utilizando 
animales transgénicos que expresan CRP humana, han evidenciado una reducción 
en la concentración de la bacteria en sangre sólo cuando CRP es inyectada en las
etapas tempranas de la infección, lo que sugiere que CRP actúa más de manera
profiláctica que terapéutica (Agrawal et al., 2008).  
2.2. Invasión 
La transcitosis es una importante estrategia utilizada por neumococo en la invasión
del organismo que facilita, además, la existencia de reservorios bacterianos intrae-
piteliales y la recolonización posterior de la nasofaringe. Normalmente, neumococo 
atraviesa las células eucarióticas, sin multiplicarse, en el interior de vacuolas. Se
han descrito dos mecanismos por los que S. pneumoniae es capaz de atravesar la
barrera epitelial: 1) Como ya se mencionó anteriormente, la fosforilcolina de los TAs 
y LTAs puede unirse al receptor del PAF y activar las células epiteliales y endotelia-
les (Cundell et al., 1995). Al unirse la fosforilcolina al receptor del PAF, neumococo
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puede acceder a la membrana basal de la célula epitelial del hospedador y así pro-
ducir IPD (Radin et al., 2005). En ratones deficientes en el receptor del PAF se ob-
servó una reducción no sólo en las tasas de colonización neumocócica, sino tam-
bién en el desarrollo de la neumonía e IPD (Rijneveld et al., 2004). Es interesante 
resaltar el hecho de que, como consecuencia de la infección de ciertos virus respi-
ratorios como el de la gripe, el virus respiratorio sincitial o el coronavirus NL63, se 
produce un incremento notable en la biosíntesis del receptor del PAF (Garcia et al., 
2010; Yokota et al., 2010; Golda et al., 2011), aunque no está claro que este hecho 
esté directamente relacionado con una co-infección o posterior infección con neu-
mococo, la gravedad de la misma o ambas (McCullers et al., 2008; Golda et al., 
2011). 2) Un segundo mecanismo consiste en la unión de la proteína PpsC a la por-
ción extracelular (ectodominio o componente secretor) del receptor de las immuno-
globulinas poliméricas (pIgR) (Hammerschmidt et al., 1997, 2000). En condiciones 
normales, el pIgR, que se expresa ampliamente en las células epiteliales del tracto 
respiratorio, permite el transporte de la IgA o IgM poliméricas a través de las barre-
ras epiteliales, desde la zona basolateral hacia el lumen apical (Kaetzel, 2005). 
Adoptando la maquinaria de transcitosis inversa, la unión de neumococo al pIgR a 
través de PspC conduce a la internalización y transcitosis de la bacteria a través de 
las capas epiteliales. PspC ha demostrado ser un factor importante para la coloni-
zación y enfermedad invasiva, aunque su efecto sobre la virulencia puede variar en-
tre las cepas de neumococo (Zhang et al., 2000; Brock et al., 2002; Agarwal et al., 
2010; Asmat et al., 2011). 
La migración pericelular (o paracelular) es otro mecanismo por el que las bacte-
rias pueden atravesar capas de células epiteliales o endoteliales (Pancholi et al., 
2003). El plasminógeno, junto con las proteínas de neumococo que unen plasminó-
geno (Eno, GapA y Pce) (Tabla 1), tiene un papel central en este proceso. Por una 
parte, el plasminógeno, una proenzima, incrementa la adhesión de los neumococos 
a la superficie epitelial. En segundo lugar, la activación de plasminógeno a plasmi-
na, una serín proteasa de amplia actividad, permite a ésta unirse a las proteínas 
implicadas en las uniones estrechas intercelulares y degradar la cadherina del en-
dotelio vascular (Attali et al., 2008), un componente esencial de tales uniones (De-
jana et al., 2008). La ruptura de las uniones estrechas, puede permitir el acceso a 
neumococo a la membrana basal y, así, producir una posterior enfermedad inva-
siva. También hay datos experimentales que indican que Ply es capaz de abrir las 
uniones estrechas permitiendo el paso de neumococo (Rayner et al., 1995). 
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En el lado basal del epitelio o endotelio se encuentra la membrana basal, que se 
compone principalmente de una red de colágeno tipo I, laminina y proteoglicanos 
(Alberts, 2009). Al igual que muchas bacterias, neumococo usa la hialuronato liasa 
(SpnHL) (Jedrzejas, 2007) para degradar los principales componentes de la matriz 
extracelular que son el ácido hialurónico y ciertos glicosaminoglicanos (Maruyama 
et al., 2009), facilitando así el desarrollo de la enfermedad invasiva. La fibronectina, 
es una glicoproteína que se encuentra en casi todos los tejidos humanos y, es pro-
bable que neumococo a través de las proteínas PavA y PavB se una a ella (Holmes 
et al., 2001; Paterson y Orihuela, 2010a; Jensch et al., 2010). Posiblemente, PavA 
no solo sirva para unirse directamente a la fibronectina sino que también desempe-
ñe un papel en la mediación efectiva de la adherencia y virulencia de otros determi-
nantes, hasta ahora desconocidos (Pracht et al., 2005). 
2.3. Inflamación y shock 
La liberación de productos bacterianos, muchos de ellos altamente inmunogénicos, 
puede conducir a una respuesta inflamatoria descontrolada en el hospedador que 
se ha dado en denominar “tormenta de citoquinas” (cytokine storm). De hecho, la 
mayor parte del daño tisular y orgánico que tienen lugar durante la infección neu-
mocócica, tanto en la neumonía (Calbo y Garau, 2010) como en la meningitis (Ger-
ber y Nau, 2010) se producen como consecuencia de un estado inflamatorio exce-
sivo y es esta situación la que ocasiona el shock que tiene lugar en muchos casos 
de infección causada por S. pneumoniae (Calbo y Garau, 2011).  
Las interacciones que ocurren entre neumococo y su hospedador durante la evo-
lución de la infección son complejas. En un modelo murino de infección pulmonar 
neumocócica se distinguieron 5 etapas (Bergeron et al., 1998): en la primera, la 
producción de citoquinas varió según el lugar; así, en el lavado broncoalveolar, apa-
recen TNF- (factor de necrosis tumoral-), IL-6 (interleuquina-6) y óxido nítrico 
(NO); IL-1 en el tejido pulmonar y, en el suero, IL-6. La segunda etapa está marca-
da por la multiplicación de neumococo en el alveolo y la quimiotaxis de neutrófilos 
dentro del tejido pulmonar. En la tercera etapa, se manifiesta el daño pulmonar de-
bido a la acción citolítica de Ply. La cuarta etapa se caracteriza por el fuerte incre-
mento de la actividad de monocitos y linfocitos en el tejido pulmonar y, en la etapa 
final, se produce un daño masivo del tejido coincidente con altos niveles de NO, 
proliferación bacteriana y muerte.  
 22
INTRODUCCIÓN 
Durante el desarrollo de la meningitis, TNF- e IL-1 son importantes citoquinas 
pro-inflamatorias que, en pacientes con meningitis bacteriana, se incrementan en el 
líquido cefalorraquídeo en las primeras etapas de la infección. IL-6, una citoquina 
con actividades pro-inflamatoria y anti-inflamatoria, y el interferón gamma (IFN-) 
aumentan sus niveles en la fase aguda en varios modelos de infección. El IFN- es 
una de las principales citoquinas de la vía de los linfocitos-T colaboradores. Asi-
mismo, se observa la sobreproducción de un buen número de quimioquinas (cito-
quinas con actividad quimiotáctica que reclutan células del sistema inmune al sitio 
de la infección) en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con meningitis (Mook-
Kanamori et al., 2011).  
2.4. El sistema del complemento 
El sistema del complemento es parte de la primera línea de defensa del sistema in-
mune innato (Lambris et al., 2008; Trouw y Daha, 2011) y está integrado por, 
aproximadamente, unas 30 proteínas tanto plasmáticas (solubles) como unidas a 
las membranas celulares que, después de reconocer al microorganismo invasor, 
inician una cascada regulada de reacciones (Walport, 2001). Este sistema tiene va-
rias funciones: en primer lugar, permite la opsonización de microorganismos (con o 
sin la lisis de los mismos); por otro lado, reconoce anticuerpos, creando así una co-
nexión entre la inmunidad innata y la adaptativa al activar la respuesta inmunológica 
celular; por último, el sistema del complemento también contribuye a la producción 
de citoquinas que actúan como mediadores quimiotácticos en la respuesta inflama-
toria (Markiewski y Lambris, 2007). Además de otras vías de activación descubier-
tas recientemente, como las que relacionan el sistema del complemento con la cas-
cada de coagulación sanguínea o con diversas células fagocíticas (Ehrnthaller et 
al., 2011), existen tres vías de activación del sistema del complemento: las denomi-
nadas clásica, alternativa y la de las lectinas (Fig. 4). 
La vía clásica se activa principalmente debido a la unión antígeno-anticuerpo 
mediante unión y activación del complejo C1 que está formado por los componentes 
C1q, C1r y C1s. El componente C1 puede unirse a las bacterias directamente, me-
diante unión a CRP (Janeway, 2005) o por la unión a IgM naturales al polisacárido 
C de neumococo (una denominación clásica de los TAs) (Mold et al., 2002). Asi-
mismo, C1q se puede unir a SIGN-R1, una lectina tipo-C (Kang et al., 2006). Rato-
nes deficientes en C1q muestran una respuesta inmune notablemente alterada y un 
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peor pronóstico, en un modelo de meningitis (Rupprecht et al., 2007). Resultados 
similares se han obtenido con ratones que carecen de SIGN-R1 (Kang et al., 2006). 
Una vez que tiene lugar dicha unión, ocurren cambios conformacionales en C1q 
que producen la auto-activación de C1r el cual, subsecuentemente, activa a C1s, 
permitiendo que el complejo C1 desencadene la producción de C4 y, posteriormen-
te, C2, para generar C4b2a que es la convertasa del componente C3 de la vía clá-
sica (Walport, 2001). Esta convertasa se encarga de que el C3 activo genere C3b 
que es capaz de unirse a la superficie del patógeno. El componente C1q también es 
capaz de reconocer determinados patógenos y eliminar complejos inmunes al unir-
se al receptor 1 del complemento (CR1) (Klickstein et al., 1997). Por otra parte, Ply 
se une a la porción Fc de las IgGs potenciando la activación de la vía clásica, el 
aumento de la virulencia bacteriana independientemente del agotamiento de los fac-
tores del complemento y limitando la opsonofagocitosis (Alcantara et al., 2001) 
La vía alternativa se activa por la unión covalente de pequeñas cantidades de 
C3b a grupos hidroxilo de carbohidratos y proteínas de la superficie neumocócica 
(aunque dicha unión no depende de un reconocimiento específico) (Winkelstein y 
Tomasz, 1978; Winkelstein et al., 1980); posteriormente, el factor B, una peptidasa, 
se une a C3b, lo que determinará una amplificación de la activación del complemen-
to. La importancia de la vía alternativa en la opsonización de S pneumoniae se puso 
en evidencia, además, en ratones con déficit de factor D, otra peptidasa implicada 
en la activación de la vía alternativa; en este estudio, la opsonofagocitosis de S. 
pneumoniae se retrasó en los ratones deficientes en factor D en comparación con 
ratones de tipo salvaje, lo que indica un papel importante de esta vía del comple-
mento en las primeras fases de la infección (Xu et al., 2001). Asimismo, ratones de-
ficientes en factor B, son más susceptibles a la otitis media neumocócica (Tong et 
al., 2010; Li et al., 2011). 
La vía de las lectinas se inicia cuando lectinas de unión a manosa (MBL) o ficoli-
nas se unen, de una forma dependiente de calcio, a carbohidratos que contienen 
residuos de GlcNAc o manosa (Teizo et al., 2004; Ip et al., 2009; Endo et al., 2011). 
Las MBL, también denominadas colectinas, son lectinas de tipo C que forman inter-
acciones múltiples y cuya estabilidad depende de la distribución y la geometría de 
los azúcares. Tanto las MBL como las ficolinas forman complejos con serín protea-
sas tipo 2 (MASP-2) que permiten la formación de C4 y C2, originando posterior-
mente la misma convertasa de C3 producida a partir de la vía clásica. Por otra par-
te, se ha observado que la ficolina L se une a neumococos de unos pocos serotipos 
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(11F, 11A y 11D de un total de 20 serotipos diferentes ensayados) pero no a neu-
mococos no capsulados (Krarup et al., 2005). Debido a que las MBL tienen una es-
tructura muy similar a C1q, se ha sugerido que también pueden unirse a CR1 y, en 
consecuencia, podrían existir grandes paralelismos hasta ahora insospechados en-
tre las vías clásica y de las lectinas en la activación del sistema del complemento 
(Wallis et al., 2010). La vía del complemento inducida por lectinas parece ser menos 
importante en la infección neumocócica que la clásica o la alternativa. Los polimor-
fismos en la MBL, una de los activadores principales de esta vía, no parecen aso-
ciarse con un mayor riesgo de IPD (Moens et al., 2006) aunque un meta-análisis 
más reciente encontró una asociación entre la susceptibilidad a la IPD y la homoci-
gosis para uno de los tres polimorfismos del gen MBL2 (Brouwer et al., 2009). Más 
recientemente incluso, se ha sugerido la existencia de algún tipo de asociación en-
tre la deficiencia en MBL y el serotipo del neumococo productor de IPD (Vallès et 
al., 2010).  
2.4.1. Activación del componente C3b y formación del MAC 
El componente C3b juega un papel clave en la inmunidad mediada por el sistema 
del complemento ya que es el componente en el que convergen las tres vías del 
mismo. Una vez que se ha formado el componente C3b, éste es capaz de actuar 
como una opsonina al reconocer los microorganismos e inducir la fagocitosis a tra-
vés del receptor del complemento CR1. Por otro lado, el componente iC3b que es 
un componente originado de la hidrólisis de C3b (Sahu y Lambris, 2001), también 
es capaz de inducir fagocitosis a través de los receptores del complemento CR3 y 
CR4. Para la mayoría de los microorganismos, incluido neumococo, la fagocitosis 
es el principal mecanismo de eliminación del parásito por parte del hospedador.  
Una vez que se ha formado el componente C3b, éste es capaz de unirse a las 
convertasas de C5 (C4b2a3b y C3bBb3b) dando lugar al componente C5. Poste-
riormente, C5 puede originar los componente C5a, que es una potente anafilotoxi-
na, y C5b, que es el componente que inicia la formación del MAC. Para ello, es ne-
cesario que se produzca de forma rápida la unión de los componentes C5b y C6 ya 
que, de lo contrario, cambios conformacionales en C5b impedirían la posterior for-
mación del MAC. Una vez que se ha formado el complejo C5b-6, éste adquiere na-
turaleza hidrofóbica al unirse el componente C7 de modo que el nuevo complejo 
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formado (C5b-7) es capaz de insertarse en la bicapa lipídica que constituye la 
membrana externa de la bacteria (Kondos et al., 2010). 
Posteriormente, se inserta el componente C8 que es el que regula el número de 
moléculas de C9 que polimerizan en la membrana. Se cree que es necesario entre 
seis y nueve moléculas de C9 para que se origine un poro que altere la estructura 
de la membrana bacteriana y de este modo se produzca la lisis celular, aunque el 
tamaño del poro varía en función del número de moléculas de C9 que participen en 
la formación del mismo. Es interesante resaltar las evidencias recientes que indican 
la existencia de homología entre el MAC, las perforinas y las citolisinas dependien-
tes de colesterol, siendo Ply integrante de este grupo (Gilbert, 2010). En cualquier 
caso, hay que hacer notar que, mientras las bacterias Gram-negativas son lisadas 
por el MAC, las Gram-positivas poseen una gruesa pared celular que dificulta nota-
blemente la penetración del MAC hasta la membrana bacteriana (Joiner et al., 1983; 
Moffitt and Frank, 1994; Zipfel et al., 2007). 
2.4.2. Regulación 
La activación descontrolada del sistema del complemento es nociva para el hospe-
dador y, por ello, este sistema debe estar estrechamente regulado y así limitar la 
formación de C3b o prevenir la inserción del MAC. La regulación está mediada por 
componentes solubles localizados en el plasma y por proteínas asociadas a mem-
branas celulares (Fig. 5). Los reguladores solubles son C4BP, fH y el inhibidor de 
C1 (C1INH) que reprimen la activación del complemento al reducir la producción de 
convertasa de C3. El principal regulador negativo de la vía clásica y de la vía de las 
lectinas es C4BP que se une a C4b y actúa como un cofactor del factor I (fI), en la 
ruptura de C4b a C4d que es hemolíticamente inactivo. Además, C4BP puede pro-
ducir una disociación irreversible de la convertasa de C3 de la vía clásica (C4b2a) 
inactivando de este modo la vía clásica y la vía de las lectinas de manera conjunta 
(Blom et al., 2003). 
El factor H, es el principal regulador negativo de la vía alternativa, controla la ac-
tivación del sistema del complemento mediante 3 mecanismos. Por un lado, actúa 
como un cofactor del fI en la ruptura e inactivación de C3b a iC3b (Sahu y Lambris, 
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tasa de C3 de la vía alternativa (C3bBb) en C3b y factor Bb. Por último, fH es capaz 
de competir con el factor B por la unión al C3b inactivando también de esta forma la 
activación de la vía alternativa. La proteína S (también denominada vitronectina) y 
la clusterina (Falgarone y Chiocchia, 2009), son proteínas plasmáticas que inhiben 
la inserción del complejo C5b-7 en la superficie celular y la polimerización de C9, 
evitando la formación del MAC y bloqueando de este modo la activación de la vía 
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terminal del sistema del complemento (Singh et al., 2010). Por otra parte, se ha 
observado que S. pneumoniae (Bergmann et al., 2009) y otras bacterias (Chhatwal 
et al., 1987) se unen a vitronectina, lo que facilita la adhesión del microorganismo a 
las células epiteliales y su posterior internalización. Existen otros reguladores 
negativos del complemento que son receptores asociados a membranas de las 
























La properdina, es el único regulador positivo del sistema del complemento que se 
conoce hasta el momento. Aunque su concentración en el plasma es baja, es esen-
cial para la activación de la vía alternativa del complemento ya que es capaz de es-




3. CARACTERÍSTICAS DE LOS BIOFILMES DE S. PNEUMONIAE 
3.1. Características de los biofilmes microbianos 
En muchos hábitats naturales y artificiales, las bacterias forman comunidades sési-
les denominadas biopelículas o biofilmes. Un biofilm se puede definir como una co-
munidad microbiana sésil muy estructurada que se caracteriza por células bacteria-
nas unidas a una superficie o interfase y embebidas en una matriz extracelular de 
sustancias producidas por ellas (Costerton et al., 1995). Las células que forman par-
te de un biofilm exhiben un fenotipo alterado con respecto a sus equivalentes de vi-
da libre o planctónica en cuanto a su tasa de crecimiento y patrones de expresión 
génica. En la actualidad, se considera que, bajo condiciones ambientales adecua-
das, todos los microorganismos son capaces de formar biofilmes. En la Tabla 2 se 
recogen algunas de las principales características de los biofilmes entre las que 
destacan la heterogeneidad, la diversidad de microambientes y la resistencia a los 
agentes antimicrobianos y mecanismos de defensa del sistema inmune del hospe-
dador. Un biofilm puede estar formado por una única especie bacteriana pero, lo 
más frecuente, es que esté constituido por varias así como por hongos, algas, pro-
tozoos, residuos y productos de corrosión. Los habitantes del biofilm, pertenezcan a 
una misma especie o a diversos grupos de microorganismos, se distribuyen en mi-
cronichos originando así microambientes diferenciados en pH, concentración de io-
nes y tensión de oxígeno.  
Los microorganismos asociados en biofilmes colonizan una amplia variedad de 
tejidos naturales, dispositivos médicos e implantes artificiales y están implicados en 
más del 80% de las enfermedades infecciosas e inflamatorias crónicas incluyendo 
la periodontitis, la otitis media, la endocarditis, las úlceras gastrointestinales, las in-
fecciones del sistema urinario e infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis 
quística (Costerton et al., 1995; 1999; Wolcott y Ehrlich, 2008; Schaudinn et al., 
2009). La importancia de los biofilmes en la microbiología médica radica en la signi-
ficativamente menor susceptibilidad a los antibióticos que presentan las bacterias 
que adoptan este tipo de crecimiento y a su mayor capacidad para eludir los siste-
mas de defensa inmune del hospedador (Bryers, 2008; Lewis, 2008; Jensen et al., 
2010). Se ha demostrado la capacidad de los biofilmes para persistir en concentra-
ciones de antibióticos y biocidas entre 100 y 1000 veces superiores a las que in-
hiben a las células planctónicas (El-Azizi et al., 2005). Esta mayor resistencia se ha 
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atribuido a la dificultad que podrían tener los agentes antimicrobianos para penetrar 
en el biofilm, a la replicación más lenta de las bacterias en este estado biológico, a 
la aparición de microambientes modificados dentro del biofilm, y a la generación de 
células persistentes (Anderson y O'Toole, 2008). La mayoría de las infecciones 
humanas asociadas a biofilmes están causadas por sistemas monoespecie, siendo 
éstos los más estudiados (O'Toole, 2004). La dificultad para tratar las infecciones 
asociadas a la formación de biofilmes ha llevado a proponer varios criterios de    
diagnóstico para calificar a un biofilm como agente etiológico de una infección (Hall-
Stoodley y Stoodley, 2009): 1) la infección está localizada; 2) el patógeno está aso-
ciado a una superficie; 3) el examen directo del tejido infectado muestra las bacte-
rias en acúmulos rodeadas de una matriz propia o formada por componentes del 
hospedador; 4) la infección es refractaria al tratamiento antibiótico a pesar de la 
susceptibilidad demostrada de las formas planctónicas; 5) en ausencia de cultivo, la 
presencia de bacterias viables en el biofilm se demuestra mediante tinción de viabi-
lidad in situ o por reverse transcriptase-PCR (RT-PCR); 6) la ineficacia de los me-
canismos de defensa del hospedador se pone de manifiesto por la localización de 
las macrocolonias en áreas discretas del tejido asociadas con células inflamatorias. 
3.1.1. Formación de un biofilm 
La formación de un biofilm es un proceso complejo y se inicia con la adherencia de 
los microorganismos sobre una superficie abiótica o un tejido o en la interfase aire-
líquido. Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie de forma irreversible, 
comienza a dividirse alrededor del sitio de unión formando una microcolonia (Fig. 6). 
Posteriormente, las bacterias comienzan a secretar componentes que forman parte 
de la matriz del biofilm y adoptan estructuras tridimensionales (macrocolonias), en-
tre las cuales se observa un sistema de canales que facilitan el transporte de nu-
trientes y sustancias de desecho. Tras la maduración del biofilm, algunas bacterias 
se liberan del mismo y colonizan nuevas superficies, cerrando así el proceso de de-








Tabla 2. Características generales de un biofilm 
Composición 70–97 % agua 
2–5 % microorganismos 
1–2 % exopolisacáridos 
<1–2 % proteínas 
<1–2 % ácidos nucleicos 
Propiedades Adherencia 
Resistencia a los agentes antimicrobianos 
Protección frente a los anticuerpos y la fagocitosis 






Sistema de canales 
Microambientes 
Industria Contaminación o biofouling 
Medio Ambiente Biorremediación 
Biocontrol 
Papel protector Acidificación del pH vaginal 
Prevención de la caries dental 









3.1.2. Regulación del proceso de formación de un biofilm 
Existen evidencias experimentales que sugieren que el proceso de formación de un 
biofilm está regulado por una gran variedad de factores. Además de las respuestas 
a señales físicas y químicas, las bacterias regulan diversos procesos fisiológicos de 
una manera dependiente de la densidad celular, llamada comúnmente quorum sen-
sing. Las bacterias secretan constantemente bajos niveles de estas señales y las 
detectan a través de los receptores correspondientes. Los receptores no inducen 
cambios en el comportamiento hasta que no hay suficientes bacterias para permitir 
que la concentración de la señal exceda un nivel crítico. Cuando este nivel se al-
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canza, las bacterias responden adoptando cambios de comportamiento en comuni-













































Figura 6. Etapas de formación de un biofilm. La curva en azul representa la acumulación neta del biofilm 
en función del tiempo sobre un sustrato no colonizado. Inicialmente (punto 1) se produce la adsorción de 
macromoléculas a la superficie y las bacterias se depositan en el sustrato a través de diferentes meca-
nismos de transporte (punto 2). Una vez que las bacterias se han adherido de forma irreversible (punto 
3) se comunican por sistemas de señales quorum sensing (punto 4) que regulan la expresión de deter-
minados genes y comienzan a secretar diferentes polímeros (polisacáridos, proteínas, oligonucleótidos) 
(punto 5) formando la matriz extracelular del biofilm. Las bacterias del biofilm consumen nutrientes del 
ambiente y atraen a otras especias bacterianas o a células del hospedador (punto 6). Finalmente, algu-
nas bacterias o fragmentos del biofilm se pueden desprender y trasladarse a otra zona (punto 7). En la 
parte inferior del esquema se incluyen diferentes imágenes del desarrollo de un biofilm de Pseudomonas 
aeruginosa; de izquierda a derecha: imagen de un sustrato de vidrio tras un pretratamiento proteico reali-
zada con un microscopio de fuerza atómica, imagen al microscopio de fluorescencia de las bacterias ad-
heridas al sustrato teñidas con el kit de viabilidad bacteriana BacLight, imagen CLSM de diferentes ma-
crocolonias del biofilm y tomografía óptica de un biofilm maduro teñido con 4',6-diamidino-2-fenilindol 




Las moléculas que constituyen las llamadas señales quorum sensing son las que 
modulan la expresión de determinados genes en los microorganismos que forman 
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parte del biofilm. En bacterias Gram-negativas, el principal autoinductor es la acil-
homoserina lactona, que puede difundir a través de la membrana celular, mientras 
que, en bacterias Gram-positivas, las moléculas autoinductoras suelen ser peque-
ños péptidos lineales o cíclicos que inicialmente se sintetizan como un pro-péptido 
de mayor tamaño dentro de la célula y que, posteriormente, serán procesado duran-
te la secreción (Costerton et al., 1995; Suntharalingam y Cvitkovitch, 2005; Dicks-
chat, 2010). Otros sistemas quorum sensing que participan en la comunicación in-
terespecífica se basan en una molécula señal descrita originalmente como autoin-
ductor-2 (AI-2) y que se ha identificado como una furanona (Lönn-Stensrud et al., 
2007). Como veremos más adelante, una estrategia novedosa para controlar el cre-
cimiento microbiano en biofilmes consiste en interferir en los sistemas de comunica-
ción celular por medio de análogos de las moléculas quorum sensing.  
El proceso de formación de un biofilm está sometido también a una regulación 
postranscripcional. Parece que el activador alostérico di-GMP cíclico controla la sín-
tesis de diversos componentes celulares implicados tanto en la movilidad como en 
la producción de matriz extracelular en respuesta a cambios ambientales (Valle et 
al., 2003; Jonas et al., 2009). La concentración de este activador depende de dos 
actividades enzimáticas, la diguanilato ciclasa y la fosfodiesterasa, asociadas a en-
zimas que contienen los motivos GGDEF y EAL (Ausmees et al., 2001). 
3.2. Biofilmes de S. pneumoniae 
Aunque los primeros estudios de biofilmes neumocócicos se remontan a hace 10 
años o más, en los últimos cinco ha habido un aumento de trabajos en los que se 
examinan los biofilmes neumocócicos a nivel estructural y genético. Varios autores 
han detectado recientemente biofilmes de S. pneumoniae en la superficie de las 
glándulas adenoides y de las mucosas de las células epiteliales en niños con infec-
ciones recurrentes del oído medio y otitis media con otorrea (Hall-Stoodley et al., 
2006; Coates et al., 2008; Hoa et al., 2009; Nistico et al., 2011) así como en la mu-
cosa de pacientes con rinosinusitis crónica (Sanderson et al., 2006). De igual forma, 
se ha puesto de manifiesto la presencia de estructuras tipo biofilm en los pulmones 
de ratones infectados con S. pneumoniae mediante el modelo de biofilm de flujo 
continuo (Sanchez et al., 2010). En general, los distintos laboratorios utilizan una 
variedad de enfoques diferentes para desarrollar in vitro los biofilmes de patógenos 
humanos con el objetivo de obtener una herramienta adecuada que simule el am-
 33
INTRODUCCIÓN 
biente de la infección in vivo. El primer sistema para el estudio de los biofilmes de 
neumococo se basó en el uso de filtros de celulosa llamados Sorbarods y se des-
cribió en 1997 como un medio para evaluar la susceptibilidad in vitro de las bacte-
rias del biofilm a los antibióticos (Budhani y Struthers, 1997). Posteriormente, se uti-
lizó el crecimiento de neumococo sobre los filtros Sorbarod en un sistema de cultivo 
continuo para imitar las condiciones que se producen durante el estado de portador 
y la colonización nasofaríngea (Waite et al., 2001). Otros grupos de investigación 
han desarrollado reactores biológicos para poder estudiar así el proceso de forma-
ción de biofilm in situ en tiempo real (Donlan et al., 2004; Goeres et al., 2005). Asi-
mismo, se ha utilizado un sistema de cultivo continuo a través de una celda de flujo 
para describir cómo S. pneumoniae adopta múltiples fenotipos a lo largo del desa-
rrollo del biofilm (Allegrucci et al., 2006). En el laboratorio donde se ha desarrollado 
esta Tesis, se ha puesto a punto un modelo in vitro de biofilmes adaptado para S. 
pneumoniae, utilizando como soporte placas multipocillo de poliestireno y placas 
con fondo de cristal, que ha permitido estudiar el efecto de diversos factores am-
bientales (nutrientes, cambios en el pH, osmolaridad, temperatura, etc.) en el desa-
rrollo del biofilm (Moscoso et al., 2006) y la detección rápida de mutantes defectivos 
en su formación (Muñoz-Elías et al., 2008). 
Recientemente, se ha propuesto que, en neumococo, el sistema quorum sensing 
que regula el desarrollo de la competencia para transformación genética, influye en 
la colonización del tracto respiratorio (Kowalko y Sebert, 2008). En relación a este 
hecho, se ha demostrado que la inducción del sistema de competencia mediada por 
el péptido estimulador de la competencia (CSP) promueve la formación estable del 
biofilm in vitro (Oggioni et al., 2006), aunque su impacto varía dependiendo del mo-
delo experimental utilizado (Trappetti et al., 2011a).  
3.2.1. Factores ambientales que afectan a la formación de biofilm 
La fuente de carbono, la velocidad de flujo o las propiedades físicas de la superficie 
a la que las bacterias se adhieren, tales como la hidrofobicidad y la rugosidad, pue-
den alterar la estructura y la composición de los biofilmes producidos por un mi-
croorganismo dado (O'Toole y Kolter, 1998; Stoodley et al., 1999). En un trabajo 
previo de nuestro grupo, se analizó, por primera vez, la influencia de varios factores 
ambientales en la formación del biofilm neumocócico (Moscoso et al., 2006). La 
capacidad de S. pneumoniae para formar biofilmes en superficies abióticas se 
exami-   examinó utilizando diversos materiales como cloruro de polivinilo, 
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examinó utilizando diversos materiales como cloruro de polivinilo, poliestireno o vi-
drio, obteniéndose los mejores resultados en las superficies de poliestireno. Ade-
más, la intensa producción de biofilm que se observó cuando se utilizaron medios 
de cultivo definidos o semisintéticos (CpH8) sugiere que la formación de biofilm re-
presenta una estrategia de supervivencia en un medio ambiente limitado nutricio-
nalmente, ya que el uso de medios ricos en nutrientes tuvo como resultado una dé-
bil formación de biofilm sobre placas de poliestireno o vidrio. Asimismo, el enrique-
cimiento del medio CpH8 con aditivos como el extracto de levadura o la seroalbú-
mina bovina (BSA) no favoreció significativamente la formación de biofilm in vitro. 
Además, el incremento de la osmolaridad (con concentraciones de NaCl por encima 
de 0.2 M) inhibió notablemente el crecimiento y la formación de los biofilmes. Las 
variaciones en el pH inicial también pueden afectar a la formación de biofilm, obte-
niéndose un desarrollo de biofilm óptimo cuando el pH inicial del medio de cultivo es 
de 7.0–8.0 (Moscoso et al., 2006).  
3.2.2. Estructura del biofilm neumocócico 
Los estudios iniciales sobre la formación de biofilmes de neumococo en superficies 
abióticas tales como poliestireno y vidrio, han revelado que este microorganismo en 
su forma no capsulada forma estructuras tridimensionales de, aproximadamente, 
25–30 m de espesor, tanto en observaciones con el microscopio de barrido láser 
confocal (CLSM) (Fig. 7) como con el microscopio electrónico de barrido a bajas 
temperaturas (LTSEM). Estos estudios también demostraron la presencia de pe-
queños huecos y canales que separan las microcolonias dentro del biofilm. Las 
imágenes al LTSEM muestran que las agrupaciones bacterianas adoptan estructu-
ras que se asemejan a panales (Moscoso et al., 2006) y que proporcionarían estabi-
lidad mecánica al biofilm neumocócico y podrían servir como un importante factor 
de virulencia, ayudando a mantener a las bacterias alejadas de las defensas del 
hospedador, como se ha descrito en otras comunidades microbianas (Schaudinn et 
al., 2007; Moscoso et al., 2009). Mediante el uso de reactores biológicos de flujo 
continuo, otros autores han sugerido que la arquitectura de los biofilmes maduros 
de S. pneumoniae difiere significativamente entre los serotipos analizados (Alle-


































Figura 7.  Imagen CLSM de la viabilidad de un biofilm de S. pneumoniae R6 teñido con el kit BacLight 
donde se visualizan las bacterias viables con fluorescencia en verde y las no viables con fluorescencia 






3.2.3. Matriz extracelular del biofilm neumocócico 
Las células bacterianas en un biofilm están embebidas en una matriz extracelular 
que está compuesta por diversas sustancias poliméricas extracelulares (EPS), in-
cluyendo exopolisacáridos, proteínas, ácidos nucleicos y lípidos. Las EPS determi-
nan la arquitectura tridimensional del biofilm y proporcionan la integridad estructural 
y la cohesión del mismo. Además, las EPS también contribuyen a la resistencia a 
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los antimicrobianos y defensas del hospedador, permiten la acumulación de nutrien-
tes del medio ambiente y la eliminación de material celular. Por otra parte, la pre-
sencia de ADN en la matriz extracelular puede facilitar la transferencia horizontal de 
genes entre las células del biofilm (Flemming y Wingender, 2010).  
Previamente, se ha demostrado que la presencia de ADN y de proteínas extrace-
lulares o expuestas en la superficie bacteriana son elementos importantes de la ma-
triz extracelular del biofilm de S. pneumoniae, necesarios tanto para la adhesión ini-
cial como para el mantenimiento del biofilm, ya que al añadir DNasa I o proteasas 
antes o después de la formación del biofilm, se observó un efecto inhibidor y desin-
tegrador significativo sobre el desarrollo y la estructura del biofilm, respectivamente 
(Moscoso et al., 2006; Hall-Stoodley et al., 2008; Carrolo et al., 2010). Reciente-
mente, se ha propuesto que la inducción espontánea de fagos puede constituir una 
importante fuente de ADN extracelular para la matriz del biofilm (Carrolo et al., 
2010).  
Los polisacáridos son una fracción importante de la matriz extracelular y propor-
cionan principalmente la estabilidad mecánica del biofilm. Los polisacáridos extrace-
lulares se han clasificado como polisacáridos capsulares, cuando el polímero está 
estrechamente asociado a la superficie de la célula bacteriana, o exopolisacáridos, 
cuando están ligeramente unidos a ella (Branda et al., 2005). Sin embargo, esta dis-
tinción no es fácil de apreciar en los biofilmes ya que muchos de los polisacáridos 
extracelulares producidos en los biofilmes son insolubles y no pueden separarse fá-
cilmente de las células. Varios trabajos han documentado que los mutantes neumo-
cócicos no capsulados presentan mayores propiedades de adhesión y son más 
propensos que las cepas capsuladas a formar biofilmes in vitro (Waite et al., 2001, 
2003; Moscoso et al., 2006; Allegrucci y Sauer, 2007). Así, se ha demostrado que el 
CPS, el principal factor de virulencia de neumococo como ya se ha explicado ante-
riormente, constituye una barrera física parcial para la formación del biofilm 
(Moscoso et al., 2006). Una menor producción de CPS parece incrementar la ad-
hesión de S. pneumoniae a las células del hospedador y la invasión bacteriana de 
la nasofaringe durante el establecimiento del estado de portador (Weiser, 2004). 
Por tanto, se ha sugerido que la capacidad de neumococo para regular la expresión 
de la cápsula podría desempeñar un papel fundamental en la transición del estado 
de portador, adoptando un modo de vida sésil, hacia la enfermedad invasiva en vida 
planctónica (Waite et al., 2001). La monitorización en tiempo real de S. pneumoniae 
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en un reactor biológico ha permitido detectar y cuantificar espectroscópicamente 
proteínas y polisacáridos durante la formación del biofilm (Donlan et al., 2004).  
3.2.4. Patrones de expresión génica y producción proteica 
Es bien sabido que las bacterias que crecen en biofilmes presentan cambios fisioló-
gicos y metabólicos en comparación con las células planctónicas. Por lo tanto, las 
diferentes etapas de desarrollo del biofilm, tales como la adhesión inicial y la madu-
ración del biofilm, probablemente requieren una expresión génica diferente a la que 
se produce en un cultivo planctónico. Los patrones de expresión génica de la cepa 
de S. pneumoniae TIGR4 recuperada de tejidos de ratones con neumonía o menin-
gitis parecen ser similares a los de los neumococos que crecen en biofilmes para 
casi todos los genes estudiados, pero no así cuando las bacterias crecen en san-
gre; en este caso, la expresión génica es similar a la de los cultivos líquidos de 
neumococo en fase exponencial (Oggioni et al., 2006). Se ha observado que las cé-
lulas sésiles de un biofilm son más efectivas en la inducción de la meningitis y la 
neumonía que las células planctónicas (Oggioni et al., 2006). En este sentido, se ha 
descrito que la formación de biofilm es más frecuente entre los aislamientos de S. 
pneumoniae obtenidos de muestras respiratorias de pacientes con fibrosis quística 
que entre los aislados de sangre (García-Castillo et al., 2007). Sin embargo, otros 
estudios concluyen que no existe ninguna correlación entre la capacidad de formar 
biofilmes in vitro y el origen de los aislados neumocócicos o la manifestación clínica 
de la enfermedad neumocócica (Lizcano et al., 2010; Tapiainen et al., 2010). 
Los estudios de proteómica han revelado la existencia de un incremento en el 
número de proteínas sintetizadas de novo y diferencias en los patrones de produc-
ción de proteínas durante el desarrollo del biofilm de S. pneumoniae. Mediante es-
pectrometría de masas se han identificado algunas proteínas producidas diferen-
cialmente durante el desarrollo del biofilm que están implicadas en virulencia, ad-
hesión y resistencia. La neumolisina Ply y la piruvato oxidasa SpxB, dos proteínas 
asociadas con la virulencia de neumococo, fueron las más abundantes de S. pneu-
moniae tipo 3 en los biofilmes después de 3 y, en menor medida, 6 días de incuba-
ción (Allegrucci et al., 2006). Además, en los biofilmes de 3 días de crecimiento se 
encontraron altas concentraciones de la subunidad  del fragmento F1 de la H+-
ATPasa, de la piruvato quinasa activada por fructosa y de varias proteínas asocia-
das a la superficie celular como la enolasa, la metionina sulfóxido reductasa MsrA y 
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la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Allegrucci et al., 2006). En general, las 
enzimas implicadas en glucolisis, gluconeogénesis y metabolismo del almidón, co-
mo la glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP, la glucosa-6-fosfato isome-
rasa y la fosfoglicerato quinasa, son más abundantes en condiciones de crecimiento 
planctónico. 
Nuestro grupo ha demostrado que los residuos de colina de los ácidos teicoicos 
de la pared celular, a los cuales se unen las CBPs, tienen un papel fundamental en 
el desarrollo del biofilm neumocócico ya que después de la incubación de neumo-
coco en presencia de altas concentraciones de colina (o de su análogo, etanolami-
na) que inhiben la actividad enzimática y producen la liberación de la superficie ce-
lular de algunas CBPs (López et al., 2004), se observó una notable reducción en la 
formación de biofilmes (Moscoso et al., 2006). Asimismo, se ha demostrado que al-
gunas CBPs, como las mureín-hidrolasas LytA, LytB y LytC, la proteína A de super-
ficie (PspA) y las adhesinas PcpA y CbpA, contribuyen, en diverso grado, a la for-
mación de biofilm de cepas no capsuladas de S. pneumoniae (Moscoso et al., 
2006). Más recientemente, se ha propuesto que la neuraminidasa NanA y la proteí-
na rica en repeticiones de serina (PsrP) (codificada por un gen localizado en una is-
la de patogenicidad presente en algunas cepas de S. pneumoniae), participan en el 
proceso de maduración del biofilm de S. pneumoniae. Usando un modelo modifica-
do de formación de biofilm in vitro, en el que se permite la interacción previa de los 
neumococos con células epiteliales respiratorias humanas, se demostró que la neu-
raminidasa NanA libera residuos terminales de ácido siálico de los glicoconjugados 
de las células del hospedador y contribuye a la formación de biofilm (Parker et al., 
2009). Igualmente, se ha propuesto que la denominada “región básica” de PspR 
(por poseer un pI de 9.9), está involucrada en la formación de biofilmes maduros y 
promueve la formación de agregados bacterianos en la nasofaringe y pulmones de 
ratones infectados (Sanchez et al., 2010). 
3.2.5. Terapia contra los biofilmes de S. pneumoniae 
Uno de los problemas más importantes y persistentes que presentan los biofilmes 
es la tolerancia inherente de estas comunidades a la terapia antibiótica y a los me-
canismos de defensa del hospedador. Se han desarrollado diferentes estrategias 
para la prevención y el tratamiento de las infecciones relacionadas con los bio-






de las señales quorum sensing, agentes antimicrobianos y anticoagulantes, agentes 
tensioactivos y el uso de bacteriófagos específicos (algunos de los cuales producen 
despolimerasas, es decir, enzimas específicas que hidrolizan los polisacáridos de la 
matriz del biofilm) (Kaplan, 2010). Existen estudios de fagos usados individualmen-
te,  como T4 que produce la dispersión de los biofilmes de Escherichia coli (Doolittle 
et al., 1995; Corbin et al., 2001) o el fago 456 que reduce la formación de los biofil-
mes de Staphylococcus epidermidis asociados a catéteres (Curtin y Donlan, 2006). 
Para prevenir la formación de biofilmes por otras bacterias, se ha propuesto la apli-
cación tópica de una mezcla de bacteriófagos en la superficie de los dispositivos 
médicos (Azeredo y Sutherland, 2008; Fu et al., 2010) o bien mejorar la eficacia del 
tratamiento mediante la adición de los bacteriófagos (o sus despolimerasas) y, pos-
teriormente, desinfectantes (Flemming y Wingender, 2010).  
Hasta la fecha, sólo hay un número reducido de publicaciones sobre el uso de 
antibióticos contra la formación de biofilmes neumocócicos y los datos científicos 
son insuficientes o no concluyentes. Uno de los primeros trabajos realizados en es-
te sentido reflejó que la formación de biofilmes de una cepa de S. pneumoniae sus-
ceptible a penicilina no confería protección frente a la bencilpenicilina, la ampicilina, 
la amoxicilina-ácido clavulánico o la cefuroxima (Budhani y Struthers, 1997). Sin 
embargo, recientemente se ha demostrado que la amoxicilina, la eritromicina y el 
levofloxacino, utilizadas a concentraciones superiores a la MIC, son menos activas 
contra los biofilmes que frente a las células planctónicas (del Prado et al., 2010). 
Asimismo, se ha observado que el cefditoren, una cefalosporina oral de tercera ge-
neración, tiene una mayor capacidad para interferir en el desarrollo del biofilm de S. 
pneumoniae que el uso de la amoxicilina-ácido clavulánico (Maestre et al., 2010) y, 
de igual forma, el moxifloxacino, una fluoroquinolona de cuarta generación suminis-
















Se ha estimado que los biofilmes están implicados en más de la mitad de las 
infecciones bacterianas humanas y, hasta en un 80%, en las infecciones crónicas. 
Además, las infecciones causadas por bacterias patógenas asociadas a la 
formación de biofilmes se muestran refractarias tanto a los agentes antimicrobianos 
como a los mecanismos de defensa del sistema inmunitario del hospedador. Todo 
ello nos ha llevado a plantear la necesidad de desarrollar nuevas vías de 
investigación en bacterias de importancia clínica relevante como es el caso de S. 
pneumoniae. Hasta el momento, el modo de vida sésil de S. pneumoniae apenas ha 
sido investigado y, sin embargo, la otitis media, y, posiblemente, la neumonía y la 
meningitis son enfermedades neumocócicas asociadas a la formación de biofilmes. 
Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los objetivos experimentales que 
nos planteamos investigar en la presente Tesis son los siguientes: 
 
1. Búsqueda de nuevos genes implicados en la formación de biofilm.  
 
2. Determinar el papel del polisacárido capsular en la formación de 
biofilm de S. pneumoniae. 
 
3. Investigar la composición de la matriz extracelular de los biofilmes 
neumocócicos. 
 
4. Estudiar los mecanismos de evasión del sistema inmune por parte de 
un biofilm. 
 














III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS 
Las estirpes bacterianas, los plásmidos y los oligonucleótidos utilizados durante el 
desarrollo de esta tesis están detallados en las Tablas 3 a 6. 
 
Tabla 3. Estirpes bacterianas de S. pneumoniae 
Estirpe Descripcióna Referencia/Origenb 
406 S3+, ST180 (7, 15, 2, 10, 6, 1, 22) García et al. (1993) 
1001 S3+, ST180 (7, 15, 2, 10, 6, 1, 22) J. Liñares, IDIBELL 
1037 S19F+ de sangre A. Fenoll, ISCIII 
1041 S19A+ de sangre A. Fenoll, ISCIII 
1061 S19A+ de otitis A. Fenoll, ISCIII 
1064 S19F+ de otitis A. Fenoll, ISCIII 
1990 S3+, ST260 (26, 9, 15, 14, 9, 16, 19) J. Liñares, IDIBELL 
2567 S19F+ de líquido cefalorraquídeo  A. Fenoll, ISCIII 
2789 S19F+ de aspirado bronquial A. Fenoll, ISCIII 
2797 S19A+ de aspirado bronquial A. Fenoll, ISCIII 
2998 S19A+ de líquido cefalorraquídeo A. Fenoll, ISCIII 
3086 S3+, ST180 (7, 15, 2, 10, 6, 1, 22) J. Liñares, IDIBELL 
3404 S1+, ST304 (13, 8, 13, 5, 17, 4, 8) J. Liñares, IDIBELL 
5086 S19A+ , ST81 (4, 4, 2, 4, 4, 1, 1) J. Liñares, IDIBELL 
5294 S1+, ST306 (12, 8, 13, 5, 16, 4, 20) J. Liñares, IDIBELL 
6008 S1+, ST306 (12, 8, 13, 5, 16, 4, 20) J. Liñares, IDIBELL 
8057 S3+, ST260 (26, 9, 15, 14, 9, 16, 19) J. Liñares, IDIBELL 
8069 S1+, ST304 (13, 8, 13, 5, 17, 4, 8) J. Liñares, IDIBELL 
82220/19B S19B+, ST nuevo (8, nuevo, 14, 4, 17, 3, 14) Staten Serum Institut 
82221/19C S19C+, ST nuevo (2, 2, 2, 12, 17, 3, 14) Staten Serum Institut 
Cap3-1 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-2 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-3 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-4 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-5 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-6 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-7 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-8 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-9 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-10 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-11 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-12 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-13 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-14 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-15 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
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Cap3-16 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-17 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-18 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-19 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-20 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-21 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-22 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-23 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-24 Mutante no capsulado derivado de M23 Esta tesis 
Cap3-25 Mutante parcialmente capsulado derivado de M23 Esta tesis 
G54 S19F+, ST63 (2, 5, 36, 12, 17, 21, 14) Dopazo et al. (2001) 
M11 Cepa no capsulada derivada de R6, Hex–, lytA+ García et al. (1985a) 
M23 M22 lytA32 (S3+) García et al. (1993) 
M24 Cepa no capsulada derivada de M23; cap3A lytA32 García et al. (1993) 
M24Opt Mutante OptR derivado de M24 Esta tesis 
M31 Cepa no capsulada derivada de M11; lytA Sánchez-Puelles et al. 
(1986) 
M31B M31, lytB::ermC; EryR García et al. (1999b) 
M32 Cepa no capsulada derivada de M11; lytA32 López et al. (1986) 
P005 M11 (S1+)c D. Llull, CSIC 
P007 M11 (S3+)c Esta tesis 
P015 M11 (S19F+)c Moscoso et al. (2006) 
P040 Transformante de R6 con el plásmido pMV158GFP, TcR Moscoso et al. (2006) 
P046 R6, lytA::aphIII; lytC::ermC, KanR, EryR Moscoso et al. (2006) 
P064 R6, pspC::aad9, SpcR  Moscoso et al. (2006) 
P124 R6, strH::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR, (strH = 
spr0057) 
Esta tesis 
P133 R6, endoD::aad9 por mutagénesis mariner , SpcR, (endoD = 
spr0440) 
Esta tesis 
P144 R6, bgaA::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR, (bgaA = 
spr0565 ) 
Esta tesis 
P147 R6, ciaHTupelo_VT, VanT Esta tesis 
P153 R6, htrA::aphIII por mutagénesis mariner, KanR Esta tesis 
P163 M32, strH::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P164 M32, bgaA::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P173 R6, spr0135::cat por mutagénesis mariner, CmR Esta tesis 
P174 R6, spr1223::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P175 R6, spr1224::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P176 R6, spr1459::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P177 R6, phaB::aphIII por mutagénesis mariner, KanR Esta tesis 
P178 R6, spr1655::aphIII por mutagénesis mariner , KanR Esta tesis 
P179 R6, inserción del gen aphIII en la zona promotora de 
spr0376 (factor de transcripción) por mutagénesis mariner, 
KanR 
Esta tesis 
P180 R6, spr0136::aphIII por mutagénesis mariner , KanR Esta tesis 
P181 Transformante de M11 con ADN de 5086 (S19A+)c Esta tesis 
P182 Transformante de M11 con ADN de 82220/19B (S19B+)c Esta tesis 
P184 Transformante de M11 con ADN de 82221/19C (S19C+)c Esta tesis 
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P186 R6, spr0091::aad9, SpcR  Esta tesis 
P187 R6, spr0092::aad9, SpcR Esta tesis 
P189 R6, spr1223::aphIII  por mutagénesis mariner, KanR Esta tesis 
P190 P189, spr1459::aad9 por mutagénesis mariner, KanR, SpcR Esta tesis 
P191 Transformante de M11 con ADN de 1064 (S19F+)c Esta tesis 
P192 Transformante de M11 con ADN de G54 (S19F)c Esta tesis 
P194 Transformante de P192 con pDLP49 (S19F+/S37+), LnR Esta tesis 
P195 R6, galU::aad9 por mutagénesis mariner, SpcR Esta tesis 
P196 Transformante de R6 con el plásmido pLSE4-spr0091, LnR Esta tesis 
P197 Transformante de R6 con el plásmido pLSE4-spr0092, LnR Esta tesis 
R6 Cepa no capsulada derivada de D39, ST595 (7, 5, 1, 1, 10, 
7, 15) 
Hoskins et al. (2001) 
R6B R6, lytB::ermC; EryR García et al. (1999b) 
R6_p13 Derivada de R6 que contiene cap3p13-lacZ, TcR Esta tesis 
R6_p20 Derivada de R6 que contiene cap3p20-lacZ, TcR Esta tesis 
R6_pM23 Derivada de R6 que contiene cap3pM23-lacZ, TcR Esta tesis 
R6_ppLSP1 Derivada de R6 que contiene cap3ppLSP1-lacZ, TcR Esta tesis 
S3 S23F+, ST81 (4,4,2,4,4,1,1), LytA–, VanT Sung et al. (2006) 
S3 (lytA+) Transformante de la cepa S3 con pUCSpc-lytA+; LytA+, 
VanNT, SpcR 
Moscoso et al. (2010) 
SSISP19F/1 S19F+ Staten Serum Institut 
Tupelo_ VT Descendiente de la cepa Tupelo, ciaHTupelo_VT, VanT Moscoso et al. (2010) 
Tupelo_VNT Descendiente de la cepa Tupelo, ciaHTupelo_VNT, VanNT Moscoso et al. (2010) 
a Cm, cloranfenicol; Ery, eritromicina; Kan, kanamicina; Opt, optoquina; Spc, espectinomicina; Tc, tetraci-
clina; VanNT, no tolerante a Van; VanT, Van-tolerante. GFP, proteína con fluorescencia verde. ST, se-
cuencitipo; entre paréntesis, perfil alélico (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt, ddl). 
b CSIC, Consejo Superior de Investigaciones Científicas; IDIBELL, Instituto de Investigación Biomédica 
de Bellvitge; ISCIII, Instituto de Salud Carlos III. 




Tabla 4. Otras estirpes bacterianas  
Estirpea Referencia/Origen 
Escherichia coli   
                          C600 Sambrook et al. (1989) 
                          BL21(DE3) Studier (1991) 
                          DH5α Sambrook y Russell (2001) 
                          RB791 Brent y Ptashne (1981) 
Staphylococcus aureus 15981 Valle et al. (2003) 
Staphylococcus epidermidis CECT 231 CECT 
Streptococcus mitis B6 Denapaite et al. (2010) 
Streptococcus oralisT NCTC 11427 Kilpper-Bälz et al. (1985) 
Streptococcus pseudopneumoniaeT CCUG 49455 Arbique et al. (2004) 
T, cepa tipo. 
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Tabla 5. Plásmidos 
Nombre Descripcióna Referencia/Origen 
pCIP100 Plásmido recombinante que sobreproduce Cpl-1 
derivado de pIN-III(lppP-5)-A3, AmpR 
Sanz y García, (1990) 
pCP700 Plásmido recombinante que sobreproduce Cpl-7 
derivado de pIN-III(lppP-5)-A3, AmpR 
Diaz et al. (1991); Busta-
mante et al. (2010) 
pDLP49 Derivado de pLSE4 que expresa el gen tts que 
codifica la sintasa del serotipo 37, LnR 
 
Llull et al. (2001a) 
pEMcat Derivado de ColE1 que lleva un minitransposón 
de 1303 pb que contiene las repeticiones inverti-
das (IRs) de Himar1 y, a 100 pb, flanquea la se-
cuencia del gen cat. AmpR y CmR 
Akerley et al. (1998) 
pET13a/Himar1 Contiene la transposasa mariner o Himar1, AmpR Lampe et al. (1996) 
pGL30 pBR322 conteniendo un inserto BclI (7.5 kb) de 
ADN de S. pneumoniae, AmpR 
 
García et al. (1985b) 
pGL100 Plásmido recombinante que sobreproduce LytA 
derivado de pIN-III(lppP-5)-A3, AmpR 
García et al. (1987a) 
pKER1 (16533) Arrecubieta et al. (1994) 
pKER2 (62629704) Arrecubieta et al. (1994) 
pKER3 (5493-6354) Arrecubieta et al. (1994) 
pKER4 (42926544) Arrecubieta et al. (1994) 
pKER7 (13768) Arrecubieta et al. (1994) 
pKER21 (86939704) Arrecubieta et al. (1995) 
pLCC14 Plásmido recombinante que sobreproduce LytC 
derivado de pT7-7, AmpR 
García et al. (1999a) 
pLGL1 (37696261) García et al. (1993); Arre-
cubieta et al. (1994) 
pLGL7 (3769–5493) Arrecubieta et al. (1994) 
pLSE1 Plásmido capaz de replicar en S. pneumoniae y 
E. coli C600, LnR, TcR 
 
Ronda et al. (1988) 
pLSE4 Plásmido capaz de replicar en S. pneumoniae y 
E. coli C600, LnR 
 
Díaz y García (1990) 
pLSE4_a§ Derivado de pLSE4 que contiene cap3p20. Grupo 
a 
Esta tesis 
pLSE4_b§ Derivado de pLSE4 que contiene cap3p13 Grupo b Esta tesis 
pLSE4-spr0091 Derivado de pLSE4 que contiene el gen spr0091 Esta tesis 
pLSE4-spr0092 Derivado de pLSE4 que contiene el gen spr0092 Esta tesis 
pLSP1§ Derivado de pLSE4 con deleción de un nucleótido 
entre las cajas –10 y –35 del promotor (cap3p) 
del operón capsular de serotipo 3 (cap3)  
Arrecubieta et al. (datos no 
publicados) 
pMSP11 Plásmido recombinante que sobreproduce Pal de-
rivado de pIN-III(lppP-5)-A3, AmpR 
Sheehan et al. (1997) 
pMV158GFP Derivado de pMV158; TcR; porta el gen que codi-
fica GFP bajo el control de un promotor inducible 
por lactosa 
Nieto y Espinosa (2003) 
pNE103 Plásmido recombinante que sobreproduce Ejl de-
rivado de pUC18, AmpR 
Díaz et al. (1992) 
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pPP2 Plásmido para clonación de promotores 
(bgaA::tetM-lacZ). No replica en S. pneumoniae. 
TcR 
Halfmann et al. (2007a) 
pPP2_a* Derivado de pPP2 que contiene promotor cap3p20 
del Grupo a. No replica en S. pneumoniae. TcR 
Esta tesis 
pPP2_b* Derivado de pPP2 que contiene promotor cap3p13 
del Grupo b. No replica en S. pneumoniae. TcR 
Esta tesis 
pPP2_M23* Derivado de pPP2 que contiene promotor 
cap3pM23. No replica en S. pneumoniae. TcR 
Esta tesis 
pPP2_P1* Derivado de pPP2 que contiene promotor 
cap3ppLSP1. No replica en S. pneumoniae. TcR 
Esta tesis 
pR409 Derivado de ColE1, que lleva un minitransposón 
que contiene las IRs de Himar1 y flanquea, a 100 
pb, la secuencia del gen ermAM. AmpR, EryR 
Guiral et al. (2005)  
pR410 Derivado de pEMcat que lleva un minitransposón 
de 1337 pb que contiene las IRs de Himar1 y, a 
100 pb, flanquea la secuencia del gen aphIII. 
AmpR, KanR 
Sung et al. (2001) 
pR412 Derivado de ColE1 que lleva un minitransposón 
de 1145 pb que contiene las IRs de Himar1 y, a 
100 pb, flanquea la secuencia del gen aad9. 
AmpR, SpcR 
Martin et al. (2000) 
pRGR5 Plásmido recombinante que sobreproduce LytB 
derivado de pT7-7, AmpR 
De las Rivas et al. (2002) 
pTVU1 (58927212) Arrecubieta et al. (1996b) 
pUC19 Contiene el gen lacZα, oriColE1, AmpR Yanisch-Perron (1985) 
pUCSpc Derivado de pUC19 que contiene el gen aad9 de 
pR412. SpcR. No replica en S. pneumoniae. 
Moscoso et al. (2010) 
pUCSpc-lytA+ Derivado de pUCSpc que contiene el gen lytA949. 
No replica en S. pneumoniae. SpcR 
Moscoso et al. (2010) 
pUCSpc-spr0091 Derivado de pUCSpc que contiene el gen trunca-
do spr0091. SpcR. No replica en S. pneumoniae. 
Esta tesis 
pUCSpc-spr0092 Derivado de pUCSpc que contiene el gen trunca-
do spr0092. SpcR. No replica en S. pneumoniae. 
Esta tesis 
a Los números entre paréntesis significan las posiciones de los nucleótidos de la inserción del plásmido 
incluidos en la secuencia del operón cap3 (Número de acceso: Z47210). Las cajas –35 y –10 del promo-
tor se encuentran entre las posiciones 5819–5824 y 5841–5846, respectivamente. El punto de inicio de la 
transcripción se encuentra en el nucleótido 5853. Los genes cap3A, cap3B y cap3C se encuentran, res-
pectivamente, en las posiciones 5911–7095, 7111–8364, 9582 y 8662. Amp, ampicilina; Cm, 
cloranfenicol; Ery, eritromicina; Ln, Lincomicina; Kan, kanamicina; Spc, espectinomicina; Tc, tetraciclina. 
§ Estos plásmidos poseen el gen lytA de neumococo que codifica la NAM-amidasa LytA bajo el control 
del promotor clonado.  
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Tabla 6. Oligonucleótidos 
Nombre Secuencia (5´→3´)a Utilización/Localizaciónb 
135-DN GTTGGTATTATAATACTTACTAATTC 143823–143858/c (R6); 3´ de spr0135 
135-UP_A ATAGTATTATAGCAATTCTTTGGA 142453–142477 (R6); 5´ de spr0135 
136-DN_A CATTTGGTAGATTGACAATTTC 144910–144932/c (R6); 3´ de spr0136 
136-UP GAGTATTTGAAATATATAGGTGAGAAT 143684–143710 (R6); 5´ de spr0136 
1223-DN GACTATGGTCAAACTAAATAATAATCG 1220486–1220513 (R6); 3´ de spr1223 
1223-DN_A GCGTCAAGGCATAACTGACTATGGT 1220471–1220495 (R6); 3´ de spr1223 
1223-UP GATTACTAATTACATGACTTCTGCCTC 1221622–1221649/c (R6); 5´ de 
spr1223 
1223-UP_A GTCGATGAGGCTAGCCAATTCATTC 1221588–1221612/c (R6); 5´ de 
spr1223 
1224-DN CTGAATGGAAGCTATCGATTTTTCTAG 1221450–1221476 (R6); 3´ de spr1224 
1224-UP GAAGGAACAGAGATGCCTATTCCAATC 1222766–1222792/c (R6); 5´ de 
spr1224 
1459-DN GCCTAAATCAATGGCGATAATCCACT 1439705–1439730 (R6); 3´ de spr1459 
1459-UP GGAACTGGTAAAGGTTACTCAGTTC 1440936–1440960/c (R6); 5´ de 
spr1459 
1655-DN GGTATCCGCTACTTCAGCAATTTCTGC 1627511–1627537 (R6); 3´ de spr1655 
1655-UP GACTCTGGGAGGAACCTATCACAAGATG 1628529–1628556/c (R6); 5´ de 
spr1655 
ARB1 GGCCACGCGTCGACTAGTAC(N)10GATAT Para PCR arbitraria; reconoce parte 
del transposón 
ARB2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC Para PCR arbitraria  
bgaA-UP GAGGTTGTAGATGAAACTGACGAAGTC 571946–571972 (R6) 
bgaA-DN GACCAGGACAAATCGATAAGGACA 579056–579033/c (R6) 
CAP3A-1 GAAACAGAGGTTAGGAAAGTAATCAG (5733–5758); 5´ de cap3p 
CAP3A-2 TCAGTTCCTACAACAATTCTAGATGG (6398–6373/c); cap3A 
CAP3A-3 GATACATCTTCAGTTGAAGCTGC (6187–6209); cap3A 
CAP3A-4 ATAACGTACGCGAGTTGCCAAG (6558–6537/c); cap3A 
CAP3A-5 CTGGGACAGCTGATTTATCTCACG (4640–4663); cap3A 
CAP3A-6 AATACCCTCCGTAACCAAAGCTAGG (6685–6661/c); cap3A 
CAP3A-7 GATACATATAGCGAGGTAAAAGGGC (6571–6595); cap3A 
CAP3A-PR1 TAGCACCGCTAAAGACAGTCC (5964–5944/c); 3´de cap3p 
CAP3B-1 CATTGTTGTAGCGAATCGTATGAACG (7011–7036); 5´de cap3B 
CAP3B-2 ACGAGATTACGCTCAGGGTCAAGA (7667–7644/c); cap3B 
CAP3B-3 GTGTGACTGGTAAAGTAGGGTGCT (7727–7750); cap3B 
CAP3B-4 GTTCCAGCTCGTGTCATAATCTG (8485–8463/c); 3´de cap3B 
CAP3B-5 GGAGCATGTGGATTCGCAGAG (7506–7526); cap3B 
CAP3A-B CCTGTTCCTGGCATCCTGAAAATCTG cap3A-cap3B duplicación del mutante 
Cap3_3 
CAP3B-A CAGATTTTCAGGATGCCAGGAACAGG cap3A-cap3B duplicación del mutante 
Cap3_3  
endoD-int TGGAAGAACACCTGATACTGAACGA  442801-442777/c (R6); endoD  
endoD-UP GGATAAAAATGTGATTATCATGGTTCTAGAGTTT 441012–441045 (R6); 5´ de endoD 
MP127 CCGGGGACTTATCAGCCAACC Interno de los terminales IRs del casete 
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de mariner; orientación hacia el exterior 
MP128 TACTAGCGACGCCATCTATGTG Adyacente (en 3’) al terminal IRL del 
casete de mariner; orientación hacia el 
exterior 
MP129 GAATTCCTGCAGCCCGGGAAT Para PCR arbitraria; situado en posi-
ción 3’ del terminal IRL del casete ma-
riner 
MP130 CGCGTCAATTCGAGCTCGGGT Para PCR arbitraria; situado en posi-
ción 5’ del terminal IRR del casete ma-
riner 
MP131 CGCTCTTGAAGGGAACTATGTT Para PCR arbitraria; situado en posi-
ción 5’ del terminal IRR del casete ma-
riner 
PCAP3 CGAGGTCATTGGTCAGCAGAAAGTA (5520–5544); 5´ de cap3p 
PCAP30 GCTAGAGGACAGCAtgCGGCCATAG (4930–4954); 5´de cap3p 
PCAP31 GTCCTCTTTCTCTagATTATTAATATTCTCAC (5901–5870/c); 3´de cap3p 
phaB-DN  CCCTCCTTCTTCAAAAAACTTTTACAATCAAAAC 376630–376596/c (R6); 3´ de phaB 
phaB-UP  GCTCAAAATACTGTTTTGAGGTTGCAG 375664–375690 (R6); 5´ de phaB 
spr0091-DN ATCACAATTAGGGATccATTTTTATG 99005–99030/c (R6); 3´ de spr0091 
spr0091-UP ATACAATGAAGcttAATATCTGCCTG 98158–98183 (R6); 5´ de spr0091 
spr0092-DN TGGGCGGATTCAAGcTtCAACGATTG 100841–100866/c (R6); 3´ de spr0092 
spr0092-UP TCCGTCGCTGGATCCGTCAGAATATG 99885–99910 (R6); 5´ de spr0092 
StrH-int GCATGAGTTTGAAGAGGTGTGAT 62864-62886 (R6); strH 
StrH-UP GTAGCGCTTACCTATTTTTGGAAGATTCT 64719–64691/c (R6); 5´ de strH 
a En minúsculas, nucleótidos introducidos para crear sitios de restricción artificiales. 
b Los números entre paréntesis indican las posiciones de nucleótidos en la secuencia publicada por Arre-
cubieta et al. (1995) (Número de acceso Z47210); /c significa que la secuencia corresponde a la cadena 
complementaria a la incluida en la base de datos. El número de acceso de la secuencia de la cepa R6 de 
neumococo es AE007317. 
 
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Las cepas se conservaron congeladas a –80°C en los diferentes medios de cultivo 
empleados a los que se añadió glicerol al 10% (v/v) (concentración final). En el 
momento de sembrarlas, los cultivos bacterianos se descongelaron e incubaron en 
los medios correspondientes a 37°C, a menos que se indique lo contrario, con agi-
tación cuando se trataba de cepas de E. coli, S. aureus o S. epidermidis y sin agita-
ción para las de S. pneumoniae, S. pseudopneumoniae, S. oralis y S. mitis. 
Los cultivos de E. coli se sembraron en medio LB (Sambrook et al., 1989), aña-
diendo agar al 1.5% (p/v) para cultivos en medio sólido. La concentración de antibi-
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ótico añadida al medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue, salvo que se in-
dique lo contrario, en el caso de E. coli, de 100 g ml–1 para ampicilina (Amp) ó 5 g 
ml–1 para tetraciclina (Tc). El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidimetría a 
600 nm (A600) con un espectrofotómetro Thermo Scientific Helios Epsilon. Los culti-
vos de S. aureus y S. epidermidis se inocularon en medio TSB (Tryptic Soy Broth) 
suplementado con glucosa (0.4%) y extracto de levadura (0.3%) (TSBGY).  
Para el cultivo de las cepas de S. pneumoniae y otros estreptococos se utilizó ru-
tinariamente el medio C ajustado a pH 8.0 (CpH8) (Lacks y Hotchkiss, 1960) suple-
mentado (C+Y) o no con extracto de levadura (Difco) (0.08%). Para el cultivo en 
medio sólido se utilizaron placas de agar de soja tripticaseína o agar D (dextrosa, 1 
g l–1; NaCl, 5 g l–1; neopeptona, 5 g l–1; Tris base, 1.25 g l–1; extracto de levadura 
1.25 g l–1; casitona, 10 g l–1) suplementado con 5% de sangre desfibrinada de car-
nero (Oxoid). Ocasionalmente, se emplearon placas de C+Y con agar al 1.5% y ca-
talasa [250 unidades (U) ml–1; Boehringer Mannheim]. Las concentraciones de anti-
biótico utilizadas fueron: kanamicina (Kan), 250 g ml–1; espectinomicina (Spc), 100 
g ml–1; eritromicina (Ery), 0.05–0.2 g ml–1; tetraciclina (Tc), 1–3 g ml–1 y cloran-
fenicol (Cm), 4.5 g ml–1. Las cepas de neumococo que contenían derivados del 
plásmido pLSE1 (Ronda et al., 1988) se seleccionaron suplementando el medio co-
rrespondiente con 0.6 g ml–1 de lincomicina (Ln). La multiplicación de los cultivos 
de los géneros Streptococcus y Staphylococcus se siguió por turbidimetría a 550 
nm (A550) con un espectrofotómetro Thermo Scientific Helios Epsilon o por nefelo-
metría (N) con el empleo de un nefelómetro HACH 2100N, calibrado para el recuen-
to de células viables donde 1 N ≈ 2  106 unidades formadores de colonias (UFC) 
ml–1 en el caso de S. pneumoniae. 
3. REACTIVOS Y OTROS PRODUCTOS 
Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las casas co-
merciales Difco, Pronadisa, Sigma, Roche, Merck y Becton Dickinson. La agarosa 
fue suministrada por Pronadisa. La solución de 40% acrilamida:bisacrilamida 
(77.5:1; 2.6%) se adquirió a los Laboratorios Bio-Rad. Amersham suministró el clo-
ruro de [metil-3H] colina. La catalasa fue suministrada por la casa Boehringer Mann-
heim y la proteinasa K por Roche. 
De Sigma-Aldrich se emplearon la BSA que se preparó al 4% en agua a pH 7.5, 
RNasa, DNasa, Amp, Tc, Kan, estreptomicina (Str), Cm, Ery y Spc. También las en-
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zimas que hidrolizan polisacáridos y los diferentes azúcares usados en el capítulo 3 
fueron suministradas por Sigma-Aldrich, al igual que el xilitol, la N-acetil-L-cisteina 
(NAC), el ácido zaragózico A y los inhibidores de serín proteasas benzamidina 
(BZA) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF).  
El péptido estimulador de la competencia, CSP1, de 17 aminoácidos 
(EMRLSKFFRDFILQRKK) fue sintetizado por el Servicio de Química de Proteínas 
del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB-CSIC). La dispersina B (DispB) fue 
suministrada por Kane Biotech Inc. y por el Prof. Íñigo Lasa (Instituto de Agrobio-
tecnología, Universidad Pública de Navarra-CSIC-Gobierno de Navarra, Pamplona), 
el metaperyodato sódico por Fluka Biochemika y la Ln por Pfizer.  
Las enzimas de S. pneumoniae endo--N-acetilglucosaminidasa D (EndoD), la 
neuraminidasa A (NanA) y la endo--N-acetilgalactosaminidasa (O-glicosidasa) se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich y la NAM-amidasa procedente de S. mitis SK137 (Skl) 
fue suministrada por el Dr. D. Llull (Llull et al., 2006b). La CbpF fue purificada por M. 
Morales (Molina et al., 2009), 
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Tabla 7. Fluorocromos, lectinas y anticuerpos utilizados 
Compuesto Descripcióna Excitación/ 
Emisión (nm) 
Fabricanteb 
Anticuerpo secundario-A anti-oveja/cabra IgG:DYLIGHT 649 (burro) 652/672 AbD 
Anticuerpo secundario-B anti-conejo:Alexa 488 (cabra) 495/519 I-M 
Anticuerpo secundario-C anti-ratón:Alexa 488 (cabra) 495/519 I-M 
Anticuerpo secundario-D anti-conejo:Alexa 568 (burro) 578/603 I-M 
anti-LytC Anticuerpo policlonal frente a LytC (conejo) – CIB-CSIC 
anti-PIA Anticuerpo policlonal frente a la adhesina polisacarídica intercelular 
(PIA) de Staphylococcus PIA (conejo) 
– I. Lasa 
BacLight Kit para monitorizar la viabilidad de la población bacteriana en función 





C1q-FITC anti-C1q humano conjugado con Isotiocianato de fluoresceina FITC (co-
nejo) 
495/519 AbD 
C3b anti-C3b humano (cabra)  C 
C3b-APC anti-C3b humano conjugado con Aloficocianina con el kit LYNX RAPID 
APC ANTIBODY CONJUGATION de AbD serotec (cabra)  
633/661 Esta tesis 
C3b-FITC anti-C3b humano conjugado con FITC (cabra)  495/519 CB 
C4BP anti-C4BP humano (oveja)  AbD 
Calcoflúor White M2R Se une a polisacáridos con enlaces -1,3 y -1,4 405/410–480 SA 
ConA-Alexa flúor 594 Aglutinina de frijol (Canavalia ensiformis) conjugada al Alexa flúor 594. 
Se une a -manopiranosil/-glucopiranosil 
590/617 I-M 
CRP anti-CRP humana (conejo)  C 
DAPI 4', 6-diamidino-2-fenilindol. Se une a ácidos nucleicos. Permeable 358/461 I-M 
DDAO 7-hidroxi-9H-(1,3-dicloro-9,9-dimetilacridina-2-ona). No permeable 400/650 I-M 
FH anti-factor H humano (oveja)  AbD 
IgA, Kappa (mieloma) anti-fosforilcolina. Clon TEPC15 (ratón)  SA 
PNA-Alexa flúor 594 Aglutinina de cacahuete (Arachis hypogaea) conjugada al Alexa flúor 
594. Se une a residuos terminales de β-galactosa  
590/617 I-M 
SBA-Alexa flúor 488 Aglutinina de soja (Glycine max) conjugada al Alexa flúor 488. Se une a 
 y -N-acetilgalactosamina(GalNAc)/residuos de galactopiranosil 
495/519 I-M 
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SYTO 9 Se une a ácidos nucleicos. Permeable 480/500 I-M 
SYTO 59 Se une a ácidos nucleicos. Permeable 622/645 I-M 
SYTO 60 Se une a ácidos nucleicos. Permeable 652/678 I-M 
WGA-Alexa flúor 488 Aglutinina de germen de trigo (Triticum vulgare) conjugada al Alexa flúor 
488. Se une a GlNAc/ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) 
495/519 I-M 
WGA-Alexa flúor 594 Aglutinina de germen de trigo (Triticum vulgare) conjugada al Alexa flúor 
594. Se une a GlNAc/Neu5Ac 
590/617 I-M 
WGA-Alexa flúor 647 Aglutinina de germen de trigo (Triticum vulgare) conjugada al Alexa flúor 
647. Se une a GlcNAc/Neu5Ac 
650/665 I-M 
Yoduro de propidio  Se une a ácidos nucleicos. No permeable 535/617 I-M 
a El origen de los anticuerpos se indica entre paréntesis. 
b AbD, AbD serotec; C, Calbiochem; CB, Cappel (MP Biomedicals); I-M, Invitrogen. Molecular Probes; SA, Sigma-Aldrich. 
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4. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA 
E. coli se transformó utilizando el método del RbCl (Hanahan, 1983; Sambrook y 
Rusell, 2001). Para la transformación de S. pneumoniae se prepararon células 
competentes según dos métodos descritos previamente con ligeras modificaciones 
(Tomasz, 1970; Martin et al., 1995). Un cultivo exponencial en medio C+Y suple-
mentado con 0.08% de BSA (C+Y+A) se diluyó 40 veces en un volumen final de 10 
ml del mismo medio y se incubó hasta alcanzar una A550 de 0.18–0.2. Rápidamente 
se puso el cultivo en hielo, se centrifugó a 5000 rpm  utilizando un rotor SS-34 du-
rante 10 min a 4°C y las células se concentraron 10 veces resuspendiéndolas en 
C+Y+A. Posteriormente, se añadió glicerol a una concentración final del 15% y las 
células se congelaron rápidamente en una mezcla de nieve carbónica-etanol y se 
conservaron a –80°C. Para la transformación de S. pneumoniae inducida por CSP1, 
las células competentes (0.1 ml) se incubaron con 0.9 ml de medio CpH8 suplemen-
tado con BSA al 0.08% (C+A) en presencia de 100–250 ng ml–1 de CSP1 durante 
10 min a 37°C. A continuación, se añadió el ADN donador a un mínimo de 100 l de 
células activadas y la mezcla se incubó durante 20 min a 30°C. Se sembraron dilu-
ciones apropiadas de la transformación en placas de agar D suplementado con 3% 
de sangre desfibrinada de carnero y se incubaron durante 2 h a 37°C, para permitir 
la expresión fenotípica (Moscoso y Claverys, 2004). Posteriormente, los transfor-
mantes se seleccionaron añadiendo una segunda capa de agar D con el antibiótico 
adecuado y las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C. En algunos ca-
sos, las células pre-competentes se prepararon siguiendo el protocolo descrito por 
Martin y cols. (1995) utilizando el medio completo 1 de transformación (CTM 1: me-
dio CAT suplementado con 1 mM CaCl2 y BSA al 0.2%) y realizando la transforma-
ción en medio CTM 2 (medio similar al CTM 1 excepto que el pH se ajustó a 7.9). 
Algunas veces, la expresión fenotípica se realizó en medio líquido C+Y+A incuban-
do la mezcla de transformación durante 90 min a 37°C y las diluciones correspon-
dientes se sembraron en superficie en placas de agar-sangre con antibiótico o en 
placas de C+Y+A conteniendo catalasa.  
4.1. Obtención de cepas capsuladas de S. pneumoniae  
Para la obtención de cepas capsuladas se realizó una transformación genética de 
S. pneumoniae no capsulada usando la metodología descrita en el apartado ante-
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rior, variando el proceso de selección de transformantes. Esta técnica se basa en el 
uso del suero anti-R que se une a las bacterias no capsuladas y éstas aglutinan en 
el fondo del tubo (McCarty et al., 1946; Ravin, 1959). Se emplea como donador el 
ADN de la cepa capsulada y una vez realizada la expresión fenotípica durante 90 
min a 37°C, se pasa toda la mezcla a un nuevo tubo con 2 ml de C+Y+A contenien-
do 2 l de suero anti-R y se incuba a 37°C hasta que se observe la formación de un 
precipitado celular en el fondo del tubo; a continuación, se retiran 100 l de la parte 
superior del tubo que se añaden a un nuevo tubo con C+A y anti-R que se incuba 
de nuevo a 37°C. Tras sucesivos pases, los transformantes capsulados de neumo-
coco se recuperan de la parte superior del tubo. Posteriormente, se aislan en placa 
distintas colonias y se comprueba la presencia de CPS y el serotipo correspondien-
te, utilizando para ello PCR o mediante la reacción capsular (“Quellung”) en el labo-
ratorio de referencia de neumococo en España (Dra. Asunción Fenoll, Centro de 
Microbiología, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda).  
5. TÉCNICAS DE ADN 
5.1. Preparación de ADN cromosómico 
El ADN cromosómico de S. pneumoniae se preparó utilizando un procedimiento 
descrito previamente con pequeñas modificaciones (Fenoll et al., 1994). Para ello, 
las células de un cultivo crecido a A550 de 0.6–0.7 (10 ml) se sedimentaron por cen-
trifugación a 5000 rpm, utilizando un rotor SS-34 durante 10 min a 4°C. Para los cul-
tivos LytA−, las células se resuspendieron en 0.4 ml de tampón fosfato sódico 20 
mM, pH 6.9 (SP) y 25 mM EDTA (ácido etilendiaminotetraacético). Posteriormente, 
se añadió NAM-amidasa LytA pura (5–10 μg) y se incubó a 37°C durante 15–20 
min. Transcurrido ese tiempo, se añadieron 50 l de una solución de Doc al 10% y 
se incubó a 37°C hasta la lisis total del cultivo. A los cultivos lisados se les añadió 
RNasa (100 g ml–1) y se incubaron durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se trató 
con proteinasa K (100–200 g ml–1) durante 1 h a 37°C. Las proteínas restantes se 
eliminaron mediante un tratamiento con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
(25:24:1) y se centrifugó a 12000  g durante 5 min para separar la fase acuosa de 
la orgánica e interfase (proteínas y contaminantes). Para precipitar el ADN, se pasó 
la fase acuosa a un tubo limpio y se añadieron 0.1 volúmenes de 3 M acetato potá-
sico, pH 4.8 y 2 volúmenes de etanol absoluto. La mezcla se mantuvo durante 20 
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min a −20°C y se sedimentó por centrifugación a 12000  g durante 20 min a 4°C. 
Para eliminar las sales que podrían haber co-precipitado con el ADN, se realizó un 
lavado con 500 l de etanol al 70% y se centrifugó de nuevo a 4°C, 10 min. El ADN 
sedimentado se dejó secar al aire para la eliminación completa del etanol de la 
muestra y se resuspendió en tampón TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA). 
Los ADNs cromosómicos de Clostridium acetobutylicum, Acinetobacter 
calcoaceticus, E. coli HB101, Azoarcus sp. CIB y Micrococcus roseus fueron cedi-
dos amablemente por las Dras. A. Prieto y T. Zamarro del CIB. 
5.2. Preparaciones de ADN plasmídico 
Para la extracción a partir de E. coli, se inoculó la cepa correspondiente en 10 ml de 
medio LB (con el antibiótico requerido) y se incubó a 37°C en agitación durante 12–
16 h hasta que alcanzó una A600 de 1.5–5. Posteriormente, se procedió a la purifi-
cación del plásmido con el sistema comercial High Pure Plasmid Isolation Kit (Ro-
che) siguiendo las instrucciones del fabricante. En ocasiones, el plásmido fue purifi-
cado mediante centrifugación isopícnica en gradientes de CsCl-bromuro de etidio 
(Sambrook et al., 1989). 
Para la extracción de ADN plasmídico a partir de neumococo, se siguió un pro-
tocolo descrito previamente (Birboim y Doly, 1979) con modificaciones para un culti-
vo de neumococo. La principal modificación consiste en el uso de Doc (concentra-
ción final, 1%) para producir la lisis celular del cultivo bacteriano. Para la extracción 
de plásmidos de cepas LytA– se usaron 1400 U ml–1 de acromopeptidasa (Sigma-
Aldrich). 
5.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
Se utilizaron geles de agarosa al 0.7 o 1.5% en tampón TAE (Tris-HCl 40 mM, ácido 
acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8.1), utilizando el mismo tampón para el desarrollo 
de la electroforesis. A las muestras se les añadió 1/4 de su volumen de una solu-
ción compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0.2% (p/v), xilen-
cianol al 0.2% y EDTA 40 mM (pH 8.0). La electroforesis se realizó a 100–150 V du-
rante 60-90 min y, una vez finalizada, los geles se tiñeron con bromuro de etidio 
(0.5 g ml–1) o GelRed (Biotium) y los fragmentos de ADN se visualizaron con ra-
diación ultravioleta. Como marcadores de tamaño molecular se utilizaron, según los 
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casos, el ADN del fago  digerido con BstEII (Amersham) la forma replicativa del 
ADN del fago X174 digerida con HaeIII y el ADN monocatenario de M13mp18 así 
como los marcadores de 1 kb y de 100 pb en escalera de New England Biolabs.  
5.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para llevar a cabo la amplificación de fragmentos de ADN se empleó un equipo 
Mastercycler gradient de Eppendorf y la enzima Taq polimerasa (Biotools) de 
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Los productos amplificados se purifica-
ron utilizando Geneclean Turbo Kit (MP Biomedicals) o, en el caso de un solo pro-
ducto amplificado, el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).  
5.5. Secuenciación de ADN 
La secuenciación se llevó a cabo utilizando un secuenciador automático modelo Abi 
Prism 3700 TM (Applied Biosystems). Para la reacción de secuenciación se utilizó el 
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied Biosystems, y la 
ADN polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de los suministrado-
res. Las reacciones se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con un termoci-
clador Gene Amp PCR System 2400 de Perkin-Elmer y fue llevada a cabo por Se-
cugen. 
5.6. Manipulación del ADN con enzimas de uso común en biología molecular 
Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de Takara, Amersham, o New En-
gland Biolabs. La ADN ligasa del fago T4 fue adquirida de New England Biolabs o 
Takara. Las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo, en 
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5.7. Mutagénesis mariner 
5.7.1. Purificación de la transposasa Himar1 
La purificación de la transposasa Himar1 se realizó a partir de un cultivo de la cepa 
de E. coli BL21(DE3) que contiene el plásmido pET13a/Himar1 siguiendo el proto-
colo descrito por Lampe y cols. (1996) con ligeras modificaciones. La inducción de 
la expresión de la proteína se llevó a cabo con 1 mM de IPTG (isopropil-β-D-1-
tiogalacto-piranósido) durante 2 h a 37°C cuando el cultivo alcanzó una A600 igual a 
0.6. Las células se recogieron por centrifugación y se concentraron 100 veces en un 
tampón de resuspensión [MgCl2, 2 mM; ditiotreitol (DTT), 1 mM; benzamidina 
(BZA), 1 mM; Tris-HCl, 20 mM, pH 7.6]. A continuación, esta suspensión celular se 
dividió en alícuotas de 1 ml que se congelaron rápidamente en una mezcla de hielo 
seco y etanol y se guardaron a –80°C hasta su uso posterior. Para la purificación, 
se descongeló en hielo una de estas alícuotas y las células se lisaron con 0.25 mg 
de lisozima en tampón de lisis [NaCl, 0.2 M; EDTA, 4 mM; 1% Doc; 1% NP-40; DTT, 
1 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 0.6 mM; BZA, 1 mM; Tris-HCl, 20 mM, 
pH 7.6] y se trataron con 60 g de DNasa I. Como la transposasa Himar1 se expre-
sa exclusivamente formando cuerpos de inclusión, el lisado celular se centrifugó, se 
descartó el sobrenadante y el sedimento que contiene los cuerpos de inclusión se 
lavó 3 veces con 1 de ml tampón de lavado (0.5% NP-40, 1 mM EDTA) y dos veces 
más con 1 ml de tampón de lavado y 1 ml de 6 M urea. Los cuerpos de inclusión se 
resuspendieron en tampón de columna (Guanidina/HCl, 4 M; NaCl, 50 mM; DTT, 5 
mM; BZA, 1 mM; PMSF, 1 mM; Tris-HCl, 20 mM, pH 7.6) y se pasaron por una co-
lumna de DEAE-Sephacel pre-equilibrada con el mismo tampón a 4°C. Las fraccio-
nes que contenían una mayor concentración de la transposasa se dializaron 3 ve-
ces frente a 1 l de tampón de renaturalización (NaCl, 0.1 M; MgCl2, 10 mM; DTT, 1 
mM; Tris-HCl, 50 mM, pH 7.6) y las muestras se guardaron a –80°C con glicerol al 
50%. 
5.7.2. Mutagénesis 
La mutagénesis mariner se basa una reacción de transposición in vitro mediada por 
la transposasa Himar1, que sólo requiere la presencia del dinucleótido TA en la se-
cuencia diana. La reacción se realiza utilizando minitransposones con repeticiones 
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invertidas que reconoce la transposasa Himar1 flanqueando genes marcadores que 
se expresan en neumococo y usando ADN cromosómico (o fragmentos de PCR con 
el gen de interés) de S. pneumoniae R6 (o M32) como sustrato. Los productos de la 
reacción de transposición in vitro se introdujeron mediante transformación genética 
en S. pneumoniae y los transformantes se seleccionaron en placa por resistencia al 
antibiótico correspondiente. La identificación del gen interrumpido se hizo utilizando 
PCR inversa, PCR arbitraria o PCR con un solo oligonucleótido. La PCR inversa es 
una forma clásica de amplificar ADN flanqueante de una secuencia conocida de 
ADN (Triglia et al., 1988). El proceso de PCR inversa implica digestión del ADN, cir-
cularización intramolecular de los fragmentos lineales y la amplificación del ADN 
circular de doble cadena. La digestión de entre 3 y 6 g de ADN se realizó con las 
enzimas MunI, PvuII o XmnI que reconocen secuencias localizadas fuera de la re-
gión flanqueada por las IRs que lleva el marcador de resistencia utilizado para reali-
zar la mutagénesis mariner. Como control positivo se usó el ADN de una cepa que 
llevaba insertado en su genoma el transposón y, como control negativo, el ADN de 
R6 o M32, según la genoteca. A continuación, se realizó la ligación intramolecular 
de los fragmentos digeridos usando la ADN ligasa del fago T4 durante 24 horas a 
16°C y se purificó con Geneclean Turbo Kit (MP Biomedicals). Por último, se realizó 
una PCR convencional usando los oligonucleótidos MP127 y MP128, que se unen a 
las IRs del transposón y a una región adyacente de la IRL, respectivamente, se pu-
rificó la banda de PCR con Geneclean Turbo Kit (MP Biomedicals) y se secuenció 
para determinar el punto de inserción del transposón. 
La PCR arbitraria es otra técnica para amplificar ADN flanqueante de una se-
cuencia conocida de ADN (O´Toole et al., 1999). Esta metodología se basa en el 
uso de oligonucleótidos específicos para el extremo del transposón y oligonucleóti-
dos que contienen una secuencia interna inespecífica, que puede anillar con el ADN 
cromosómico próximo a la inserción de aquel. En la primera PCR se usaron los oli-
gonucleótidos ARB1 y MP129 (o MP130) y, en la segunda, ARB2 y MP128 (o 
MP131) que se localizan más internamente que los anteriores. Posteriormente, se 
purificó la banda de PCR con Geneclean Turbo Kit (MP Biomedicals) y se secuen-
ció. 
Otra de las variantes de la PCR convencional que se usaron para identificar los 
sitios de inserción del transposón es la PCR con un solo oligonucleótido que consis-
te, como indica su nombre, en realizar una PCR usando un solo oligonucleótido 
(Karlyshev et al., 2000; Prudhomme et al., 2007); éste es especifico del transposón 
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usado para realizar la mutagénesis y, en nuestro caso, utilizamos el oligonucleotido 
MP128. 
5.8. Construcción de mutantes de inserción por recombinación homóloga 
Se construyó un mutante de inserción en cada uno de los genes spr0091 y spr0092 
de S. pneumoniae R6. Se amplificó una región interna de las secuencias de estos 
genes mediante PCR y los productos correspondientes se insertaron en pUCSpc 
previamente digerido con BamHI y HindIII. El plásmido pUCSpc es un vector no re-
plicativo en S. pneumoniae que confiere resistencia a espectinomicina. Se transfor-
mó E. coli DH5α con las ligaciones del fragmento del gen correspondiente y el 
plásmido digerido y los transformantes se seleccionaron en placas de LB-agar con-
teniendo 0.5 mM IPTG, 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranósido (X-Gal) (40 
g ml–1) y Spc (100 g  ml–1). Se seleccionaron los clones por resistencia a Spc y el 
color blanco de sus colonias, ya que si la ligación fue correcta la expresión del pro-
ducto del gen lacZ que lleva este plásmido queda truncada y no hay expresión de β-
galactosidasa. Una vez obtenidos los plásmidos pUCSpc-spr0091 y pUCSpc-
spr0092 de E. coli DH5α se transformó con ellos S. pneumoniae R6 y se seleccio-
naron los clones por resistencia a Spc. La correcta interrupción génica de los mu-
tantes seleccionados se comprobó mediante amplificación por PCR. 
6. TÉCNICAS DE PROTEÍNAS 
6.1. Expresión y purificación de enzimas líticas 
Para la purificación de las CBPs capaces de degradar las paredes celulares de 
neumococo (véase apartado 1.6 de la Introducción), se siguió el protocolo descrito 
previamente para la NAM-amidasa LytA (García et al., 1987a). Brevemente, un cul-
tivo de E. coli RB791 (pGL100) (Tabla 5) se inoculó en medio LB suplementado con 
Amp (100 g ml–1) y 2% de lactosa y se incubó a 37°C con agitación durante toda la 
noche. Posteriormente, el cultivo se dejó en hielo durante 15 min y las células se 
recogieron por sedimentación a 10000  g durante 10 min a 4°C, se lavaron con 
tampón SP y se resuspendieron en 10 ml del mismo tampón. La lisis celular se rea-
lizó pasando la suspensión por una prensa de French a una presión de 8.3 MPa y 
se descartaron los restos celulares con una centrifugación a 3000  g durante 10 
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min a 4°C. Los extractos celulares se mantuvieron en hielo y se pasaron por una co-
lumna de DEAE-celulosa previamente equilibrada con tampón SP. La columna se 
lavó con el mismo tampón suplementado con 1 M NaCl para eluir las proteínas que 
no tienen afinidad por DEAE. La proteína LytA se eluyó con el mismo tampón con-
teniendo 1 M NaCl y 2% de cloruro de colina. Posteriormente, se comprobó la acti-
vidad de la enzima y se verificó la pureza de la misma mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida-dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) (12%). 
En el caso de la purificación de la lisozima LytC se siguió el protocolo descrito  
por García y cols. (1999a). Para ello, la cepa de E. coli BL21(DE3) con el plásmido 
pLCC14 (Tabla 5), se incubó en medio LB suplementado con Amp (100 g ml–1) en 
agitación a 37°C hasta alcanzar una A600 igual a 0.5. En este punto se realizó la in-
ducción de la expresión del gen lytC mediante la adición de 40 M de IPTG y el cul-
tivo inducido se incubó durante 3 h a 22°C para disminuir la presencia de cuerpos 
de inclusión. El cultivo se centrifugó a 10000  g durante 5 min a 4°C y las células 
se resuspendieron en tampón SP pH 6.0. La lisis celular se realizó pasando la sus-
pensión por una prensa de French a una presión de 8.3 MPa y se descartaron los 
restos celulares con una centrifugación a 15000  g durante 15 min a 4°C. Los ex-
tractos celulares se mantuvieron en hielo y se pasaron por una columna de DEAE-
celulosa previamente equilibrada con tampón SP pH 6.0. A partir de aquí, se siguió 
el protocolo descrito anteriormente para la NAM-amidasa LytA aunque utilizando 
una concentración de cloruro de colina al 4% en el tampón de elución. La proteína 
LytB se purificó siguiendo un protocolo similar, salvo que la inducción del cultivo se 
realizó con 50 M de IPTG cuando el cultivo alcanzó la fase estacionaria (A600 = 
0.8) y se continuó la incubación durante 6 h a 25°C (De las Rivas et al., 2002).  
Para la purificación de las enzimas fágicas se siguió la metodología previamente 
descrita: Ejl (Díaz et al., 1992), Pal (Sheehan et al., 1997) y Cpl-1 (Sanz y García, 
1990). Para purificar la lisozima Cpl-7, la única peptidoglicán hidrolasa del sistema 
de neumococo y sus fagos que posee una actividad independiente de la presencia 
de residuos de colina en los TAs (véase apartado 1.6 de la Introducción), se utilizó 
el método descrito recientemente por Bustamante et al. (2010). En esquema, los li-
sados de E. coli conteniendo el plásmido pCP700 (Tabla 5), se precipitaron selecti-
vamente con cantidades crecientes de sulfato amónico y las proteínas precipitadas 
entre el 20 y el 35% (p/v) de saturación fueron dializadas y sometidas a cromatogra-
fía en una columna de DEAE-celulosa que fue tratada con concentraciones crecien-
tes de NaCl. La lisozima Cpl-7 eluyó a una concentración de NaCl de 0.46 M. 
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6.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en condi-
ciones desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), utili-
zando geles de poliacrilamida en placa (100  75  1 mm) a una concentración de 
10 o 12.5% según los experimentos. Las muestras se hirvieron durante 5 min en 
presencia del tampón de ruptura (Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8; SDS (dodecilsulfato 
sódico) al 2%, -mercaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 
0.005%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA (co-
rriente constante), utilizando un tampón que contenía Tris-HCl 25 mM, glicina 192 
mM y SDS al 0.1%. Las proteínas se tiñeron con azul brillante de Coomassie R-250 
(Swank y Munkres, 1971). Las proteínas empleadas como marcadores de masa 
molecular se adquirieron de Bio-Rad: miosina (200 kDa), -galactosidasa (116 kDa), 
fosforilasa b (97.4 kDa), BSA (66.2 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbóni-
ca (31 kDa) e inhibidor de tripsina (21.5 kDa). 
7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
7.1. Aislamiento y purificación de paredes radiactivas 
Para el aislamiento de las paredes celulares de S. pneumoniae, se siguió un méto-
do desarrollado previamente (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987). Se cultivó la cepa R6 
en medio CpH8 en presencia de cloruro de [metil-3H]colina (60 Ci/mmol; Amers-
ham) (Mosser y Tomasz, 1970), hasta que el cultivo alcanzó una concentración ce-
lular aproximada de 4  108 UFC ml–1. Las células se centrifugaron a 3000  g du-
rante 10 min a 4°C y el precipitado resultante se resuspendió en tampón fosfato-
salino (20 mM SP, pH 7.0; 0.15 M NaCl). Posteriormente, la suspensión celular se 
calentó a 90°C durante 30 min en presencia de SDS al 4% (p/v) con el fin de inacti-
var las autolisinas. Después de varios lavados con agua destilada para eliminar el 
detergente, las células se rompieron mediante el uso de una prensa de French. Fi-
nalmente, las paredes se resuspendieron en tampón SPSH (tampón SP 25 mM, pH 
8.0; β-mercaptoetanol, 20 mM y NaCl 0.15 M) para que 10 l correspondieran a, 
aproximadamente, 5000–7000 cuentas por minuto (cpm).  
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7.2. Ensayo de actividad enzimática 
El ensayo cuantitativo de la actividad hidrolítica de LytA, LytC, Pal, Ejl, Cpl-1 y Cpl-7 
sobre paredes de neumococo siguió la técnica descrita por Höltje y Tomasz (1976). 
A menos que se indique otra cosa, la mezcla de reacción contiene 10 l de paredes 
de neumococo marcadas radiactivamente con [metil-3H] colina y de 5 a 50 l de la 
dilución adecuada del extracto celular o de la enzima purificada ajustando a un 
volumen final de 250 l con tampón SP a pH óptimo para cada enzima. La mezcla 
se incuba a 37°C (en el caso de LytC a 30°C) durante 10–20 min y se detiene la 
reacción con la adición de 10 l de BSA (4%) y 10 l de formaldehído al 35%. La 
muestra se centrifuga a 12000  g durante 15 min y se recogen 200 l del 
sobrenadante, al que se añade líquido de centelleo para determinar la radiactividad 
liberada. Una unidad (U) de actividad enzimática se define como la cantidad de 
enzima que cataliza la hidrólisis de 1 g de paredes (aproximadamente 700 cpm 
netas) en 10 minutos.  
8. EXTRACCIÓN, PURIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR DE SE-
ROTIPO 3 
El CPS de serotipo 3 fue adquirido de la American Type Culture Collection (ATCC) 
o se purificó en el laboratorio según el método descrito por Lund y Henrichsen 
(1978). Se parte de un cultivo de S. pneumoniae en medio CpH8 y en fase estacio-
naria al que se añade 1% de Doc (concentración final) y se incuba a 37°C durante 
30 minutos para permitir la lisis del cultivo. Si las cepas de neumococo son mutan-
tes lytA se añade LytA (5 g ml–1) durante 30 min a 37°C antes de la adición de 
Doc. El lisado se acidifica con ácido acético (0.5% concentración final) y se calienta 
a ebullición. Después de enfriar, la mezcla se neutraliza con NaOH y se desprotei-
niza con cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). El polisacárido se precipita por la adi-
ción de dos volúmenes de etanol absoluto frío. Después de reposar durante la no-
che a 4°C, el precipitado se recupera por centrifugación (10000  g, 30 min), se la-
va una vez con etanol al 96%, dos veces con éter dietílico y se seca a 65°C. El poli-
sacárido se disuelve en agua destilada. 
El CPS de neumococo tipo 3 está compuesto por el ácido celobiurónico, que es 
un disacárido formado por la unión β (1→4) del ácido D-glucurónico a la D-glucosa. 
El método para la cuantificación del ácido urónico se basa en la aparición de un cro-
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cromógeno cuando el ácido urónico se calienta a 100°C en una solución de ácido 
sulfúrico/tetraborato y se trata después con m-hidroxidifenil (Blumenkrantz y Asboe-
Hansen, 1973). 
9. BIOFILMES 
9.1. Formación de biofilmes en placas multipocillo 
Las condiciones óptimas para el crecimiento en biofilm de S. pneumoniae sobre su-
perficies abióticas se han descrito previamente (Moscoso et al., 2006). Para la for-
mación del biofilm se usaron placas multipocillo de poliestireno de 96 pocillos con 
fondo plano (Costar 3595; Corning Incorporated). La cuantificación del biofilm se 
llevó a cabo usando un protocolo modificado del descrito previamente por O’Toole y 
Kolter (1998). Brevemente, los cultivos de S. pneumoniae R6 se incubaron en me-
dio C+Y a 37°C hasta una A550 de 0.5–0.6. Posteriormente, las células se sedimen-
taron por centrifugación y se diluyeron 10, 100, 1000 o 2000 veces en medio CpH8. 
A continuación, las placas se inocularon con 200 l por pocillo (4.5  106 
UFC/pocillo en el caso de la dilución 1/100) y por triplicado y se incubaron durante 
6, 14 o 16 h a 34°C, dependiendo de la dilución y las cepas empleadas. El creci-
miento bacteriano se determinó midiendo la A595 utilizando un lector de placas (Mi-
croplate Absorbance Reader 2020; Anthos Labtec Instruments GmbH). Bajo estas 
condiciones, aproximadamente 2.4  108 UFC ml–1 y 1.5  108 UFC ml–1 crecen 
como cultivo planctónico y sésil, respectivamente. Posteriormente, se procesó el 
biofilm tiñendo cada pocillo con 50 l de una solución de cristal violeta al 1% (CV) y 
se incubó 15 min a temperatura ambiente. Después, se lavó cada pocillo 3 veces 
con 200 l de agua destilada y se dejó secar al aire. La formación de biofilm teñido 
con CV se cuantificó solubilizando éste con 200 l de etanol al 96% y midiendo la 
A595.  
Para los biofilmes de S. aureus y S. epidermidis, las bacterias se incubaron en 
medio TSBGY a 37°C en agitación hasta una A550 de 0.5–0.6. Posteriormente, las 
células se sedimentaron por centrifugación y se diluyeron 100 veces en medio 
TSBGY. A continuación, las placas se inocularon con 200 l por pocillo y por tripli-
cado, y se incubaron durante 20 h a 37°C. 
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9.1.1. Ensayos de inhibición y disgregación del biofilm 
Los ensayos de inhibición consisten en añadir desde el principio el compuesto a en-
sayar junto con el inóculo bacteriano. Una vez finalizado el tiempo de incubación a 
34°C se procesó el biofilm como se describe en el apartado 9.1. 
Los ensayos de disgregación de los biofilmes se llevaron a cabo de la siguiente 
manera: una vez formado el biofilm como se describe en el apartado 9.1, se realizó 
una medida control del crecimiento (A595), se retiró el cultivo planctónico y las célu-
las adheridas se lavaron con medio CpH8 o tampón SP (pH 7.0). A continuación, se 
añadió el tampón control SP a pH 7.0 o el tampón óptimo para el compuesto a pro-
bar, hasta un volumen final de 200 l por pocillo. Se realizó una nueva lectura del 
crecimiento a A595 y se incubó a la temperatura y tiempo adecuados dependiendo 
del compuesto o enzima a probar. Transcurrido el tiempo de incubación, se añadie-
ron 50 l de CV al 1% por pocillo y se procesó como se describe en el apartado an-
terior. 
9.2. Microscopía láser confocal  
La microscopía láser confocal (CLSM) fue muy utilizada en esta tesis para observar 
la arquitectura de los biofilmes. Para ello se inocularon 2 ml de los cultivos bacteria-
nos en placas con fondo de vidrio (WillCo-dish; WillCo Wells B. V., Holanda) y se 
incubaron el tiempo y temperatura correspondiente a cada bacteria. En el caso de 
S. pneumoniae R6 se utilizaron las condiciones descritas previamente (Moscoso et 
al., 2006). A continuación, los biofilmes se trataron (o no) con distintos compuestos 
para ver su efecto. El medio de cultivo se retiró y el biofilm se lavó con tampón SM 
(NaCl, 100 mM; MgSO4, 8 mM; Tris-HCl, 50 mM, pH 7.5) y se tiñeron con el fluoro-
cromo, la lectina o el compuesto o kit correspondiente. Los biofilmes se observaron 
utilizando los microscopios Leica TCS-SP2-AOBS-UV CLSM y TCS-SP5-AOBS-UV 
CLSM y los objetivos 100 y 63, respectivamente. Las imágenes se analizaron 
mediante el software de Leica LCS. Se obtuvieron las proyecciones de los planos x-
y (imágenes individuales a intervalos de 0.5 m) y x-z (imágenes a intervalos de 3 y 
5 m).  
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9.3. Microscopía electrónica de barrido a bajas temperaturas 
La microscopía electrónica de barrido a bajas temperaturas (LTSEM) fue útil para el 
estudio de la organización en vivo de las bacterias que forman el biofilm, evitando 
los posibles artefactos debidos a la fijación, deshidratación y secado. Con esta téc-
nica se puede visualizar el espacio ocupado por el agua y las bacterias pueden ser 
examinadas sin sufrir tratamientos invasivos que puedan perturbar la organización 
del biofilm. Los biofilmes de S. pneumoniae se formaron sobre cubreobjetos de vi-
drio de 14 mm, incluidos en una placa multipocillo de 24 pocillos. Una vez formado 
el biofilm se retiró el cultivo planctónico, se fracturó mecánicamente el cubreobjetos 
y se incluyó uno de los trozos en un sistema de criotransferencia que se sumergió 
en nitrógeno líquido. Posteriormente, la muestra se congeló y criofracturó y, des-
pués de la sublimación del hielo, la muestra se recubrió de partículas de oro obser-
vándose en el microscopio electrónico de barrido DSM 960 Zeiss a –135°C (Servi-
cio de Microscopía Electrónica, Centro de Ciencias Medioambientales, CCMA-
CSIC). 
9.4. Extracción, purificación y análisis del polisacárido extracelular de la ma-
triz del biofilm 
La extracción del polisacárido extracelular de la matriz del biofilm de S. pneumoniae 
se realizó con la cepa R6. Se partió de un litro de cultivo de S. pneumonie R6 tanto 
para el cultivo planctónico (muestra P; planctónico) como para el biofilm. El biofilm 
se formó en placas Petri convencionales. Ambas muestras se incubaron 6 h a 34°C 
partiendo del mismo pre-inóculo. Una vez formado el biofilm, se separó, por un lado, 
el cultivo planctónico de ese biofilm (fracción denominada BP; biofilm-planctónico) y, 
por el otro, se resuspendió el biofilm con tampón SP pH 7.0 estéril (fracción deno-
minada B; biofilm). Cada una de las tres muestras (P, BP y B) fue tratada de la 
misma manera. La extracción del polisacárido extracelular se realizó con NaOH (1 
N, concentración final) durante 24 h a temperatura ambiente. A continuación, las 
muestras se centrifugaron a 6000 rpm (rotor GS3) durante 40 min a temperatura 
ambiente. Los diferentes sedimentos obtenidos se resuspendieron en agua destila-
da estéril y las muestras se dializaron exhaustivamente contra agua destilada usan-
do membranas que excluyen las moléculas de más de 3.5 kDa (SnakeSkinTM Pleted 
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Dialysis Tubing; Thermo Scientific). Posteriormente, las muestras se congelaron a  
–80°C y, finalmente, se liofilizaron para su posterior análisis. 
9.4.1. Determinación de la composición de monosacacáridos del exopolisacárido 
Con el fin de determinar la composición de un polisacárido es necesario, en primer 
lugar, despolimerizarlo y, para ello, se recurre a la hidrólisis ácida de las muestras 
(Prieto, 1992). En experimentos preliminares se utilizó ácido trifluoroacético a dife-
rentes concentraciones pero no se consiguió un rendimiento apreciable. En conse-
cuencia, se utilizó la denominada hidrólisis Saeman (Adams, 1965) que consiste en 
añadir a la muestra H2SO4 concentrado (72%), dejarlo actuar durante 1 h a tempe-
ratura ambiente y, después de diluirlo hasta 1 M, la mezcla se mantuvo en estufa a 
100°C durante 3 h. El exceso de H2SO4 se neutralizó con BaCO3. Después de 
hidrolizar cada muestra, se añadió inositol (50 g) como patrón interno y se proce-
dió a la eliminación del residuo insoluble de BaSO4.  
Los monosacáridos son moléculas no volátiles y, por ello, es necesario derivati-
zarlos para su posterior identificación por cromatografía de gases. En el presente 
trabajo se han obtenido acetatos de alditol, que producen un único derivado de ca-
da monosacárido dando lugar a cromatogramas relativamente sencillos. La prepa-
ración de acetatos de alditol se llevó a cabo según la metodología descrita por Lai-
ne y cols. (1972) que incluye una reducción de los monosacáridos liberados por la 
hidrólisis ácida con NaBH4. Los azúcares neutros fueron identificados y cuantifica-
dos mediante cromatografía de gases. En el momento del análisis, las muestras se 
disolvieron en 200 l de cloroformo y se tomó una alícuota de 1 l que fue inyectada 
en el cromatógrafo. El análisis cromatográfico se llevó a cabo en un instrumento 
CG-EM 7980A-5975C (Agilent), equipado con una columna HP-5MS (30 m  0.25 
mm; espesor de la película de la fase estacionaria, 0.2 m), un inyector 
split/splitless y con helio (0.6 ml min–1) como gas portador. Inyector y detector se 
programaron a una temperatura de 250°C y, para la separación de los monosacári-
dos, se empleó un programa de temperaturas que comienza isotérmicamente a 
190°C (2 min), aplicando a continuación una rampa de temperatura de 2°C min–1 
hasta una temperatura final de 225°C. El pico de cada azúcar en el cromatograma 
se identificó comparando su tiempo de retención con los de patrones analizados en 
idénticas condiciones. La cuantificación se realizó atendiendo al área de los picos y 
a los factores de respuesta obtenidos con diferentes monosacáridos patrón. 
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9.4.2. Determinación de la estructura de los carbohidratos del exopolisacárido de 
la matriz del biofilm 
El análisis de metilación es uno de los métodos más comúnmente empleados pa-
ra determinar la estructura de los carbohidratos. Consiste en la permetilación del 
polímero, seguida de su hidrólisis, reducción y acetilación. Los derivados obtenidos, 
denominados acetatos de alditol parcialmente metilados, son separados por croma-
tografía de gases e identificados mediante espectrometría de masas en función de 
sus tiempos de retención y espectros de fragmentación. Por este procedimiento se 
pueden deducir los tipos de enlaces interglicosídicos existentes en el polisacárido 
(Jansson et al., 1976). En esta Tesis se utilizó el método de Needs y Selvendran 
(1993). El polisacárido (1–3 mg) se disolvió en 1 ml de dimetilsulfóxido tras 12 h de 
tratamiento en un baño ultrasónico seguido de 48 h de agitación en un agitador a 
28°C. A continuación, se añadió NaOH pulverizada, sonicando durante 25 min y se 
enfrió el tubo, añadiendo a continuación 1 ml de yoduro de metilo. La mezcla de re-
acción se sonicó durante 2 h en baño de ultrasonidos. Los productos de la reacción, 
recogidos con 2 ml de cloroformo:metanol (1:1), se dializaron frente a agua durante 
48 h, posteriormente frente a etanol:agua (1:1) durante 36 h y, finalmente, se eva-
poraron a sequedad. El polisacárido metilado se hidrolizó para obtener monosacári-
dos parcialmente metilados que se derivatizaron para dar lugar a sus correspon-
dientes acetatos de alditol parcialmente metilados utilizando la metodología descrita 
más arriba. Los acetatos de alditol parcialmente metilados se analizaron mediante 
cromatografía de gases-espectrometría de masas en un instrumento Agilent 7980A-
5975C equipado con una columna HP-5MS (30 m  0.25 mm; espesor de la pelícu-
la de la fase estacionaria, 0.2 µm), con helio (15 psi) como gas portador y aplicando 
el siguiente programa de temperatura: 170°C (1 min), rampa de 2°C min–1 hasta 
210°C (1 min). El inyector y la línea de transferencia se mantuvieron a 250°C duran-
te el análisis. La relación de split durante la inyección fue de 50:1. Cada uno de los 
picos del cromatograma se identificó mediante su tiempo de retención y su espectro 
de masas. La cuantificación se realizó atendiendo al área de los picos.  
El análisis de los polisacáridos de la matriz de los biofilmes de neumococo fue 
llevado a cabo por la Dra. Alicia Prieto (Dpto. de Biología Medioambiental, CIB-
CSIC). 
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10. ENSAYOS DE DEPOSICIÓN DE MOLÉCULAS DEL COMPLEMENTO Y OPSONOFAGOCITOSIS 
10.1. Ensayos de deposición del complemento 
Para el análisis del depósito de las distintas moléculas del complemento se siguió el 
método descrito por Brown y cols. (2002) utilizando citometría de flujo, con unas 
pequeñas modificaciones. Para ello, se realizó un cultivo de S. pneumoniae R6 en 
medio C+Y a 37°C hasta una A550 de 0.5–0.6. Posteriormente, las células se sedi-
mentaron por centrifugación y se diluyeron 100 veces en medio CpH8; una dilución 
se utilizó para cultivo planctónico y otra para inocular 200 l por pocillo en una placa 
de 96 pocillos y permitir la formación del biofilm (4.5  106 UFC/pocillo). Ambos cul-
tivos se incubaron durante 5 h a 34°C. Una vez finalizado el tiempo de incubación, 
el cultivo planctónico se concentró 4 veces y se resuspendió en tampón SP a pH 
7.0. Para el procesamiento del biofilm, se retiró el cultivo planctónico, las células del 
biofilm se lavaron con medio CpH8 y se resuspendieron en 20 l de tampón SP pH 
7.0 por pocillo con una punta de pipeta y agitación suave en vortex. Para el depósito 
se usaron 20 l del biofilm y 20 l del cultivo planctónico concentrado. Los experi-
mentos se realizaron por quintuplicado. Se añadieron 10 l de suero humano diluido 
a la mitad en tampón SP pH 7.0 y las muestras se incubaron a 37°C durante 30 
min. Posteriormente, se centrifugaron a 12000  g  a 4°C durante 10 min y el sedi-
mento se lavó con 300 l de tampón SP pH 7.0-Tween 20 (0.1%). Se añadieron 50 
l del anticuerpo primario o del ya conjugado. La dilución de este último fue de 
1/500, en el caso del C3b-FITC, y de 1/300 para el resto de anticuerpos. El tiempo 
de incubación fue de 30 min en hielo y oscuridad para el depósito de C3b-FITC, de 
2 h en oscuridad a 37°C para C1q-FITC y de 1 h para los anticuerpos primarios a 
37°C. Transcurrido el tiempo de incubación, se centrifugó y se lavó como en los pa-
sos anteriores. En los casos en que fue necesario utilizar un anticuerpo secundario, 
se añadieron 50 l del anticuerpo y se incubó 30 min a 4°C en oscuridad. Cumplido 
el tiempo de incubación, se centrifugó y lavó de nuevo. Finalmente, los sedimentos 
se resuspendieron en una solución al 3% de paraformaldehído y se completó el vo-
lumen hasta 250 l con tampón SP pH 7.0. Las muestras se analizaron en los citó-
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Para evaluar la susceptibilidad de los biofilmes de neumococo a la opsonofagocito-
sis, se determinó la proporción de fagocitosis de neumococo mediada por neutrófi-
los polimorfonucleares humanos. Para ello se utilizó la línea celular humana HL-60 
diferenciada a granulocitos (Martínez et al., 1999). Se siguió el protocolo descrito 
por Romero-Steiner y cols. (1997), con algunas modificaciones. Para ello, se cultivó 
la cepa S. pneumoniae P040 (que expresa la proteína con fluorescencia verde o 
GFP) en medio C+Y con maltosa al 1% y Tc (1 g ml–1) a 37°C hasta una A550 de 
0.5–0.6. Posteriormente, las células se sedimentaron por centrifugación y se diluye-
ron 100 veces en medio fresco por duplicado; una dilución se utilizó para cultivo 
planctónico y otra para inocular 200 l por pocillo en una placa multipocillo con fon-
do plano y permitir la formación del biofilm. Ambos cultivos se incubaron durante 5 h 
a 34°C. Después, el cultivo planctónico se concentró 4 veces y se resuspendió en 
tampón SP a pH 7.0. Para el procesamiento del biofilm, se retiró el cultivo planctó-
nico, las células del biofilm se lavaron y resuspendieron en 20 l de tampón SP (pH 
7.0) por pocillo con una punta de pipeta y agitación suave en vortex. Los experimen-
tos se realizaron por triplicado. Las bacterias (4  108 UFC/pocillo) se opsonizaron 
con suero humano diluido 1/5 durante 20 min a 37°C. Después, las bacterias opso-
nizadas, se incubaron con las células HL-60 (105 células) durante 1 h a 37°C en la 
placa multipocillo con fondo redondo (Costar 3799; Corning Incorporated). Se fijaron 
las muestras con una solución al 3% de paraformaldehído y se completó el volumen 
hasta 250 l con tampón SP pH 7.0. Las muestras se analizaron en el citómetro FC 
500 (Beckman Coulter). 
11. MISCELÁNEA 
Para el análisis bioinformático se utilizaron programas accesibles a través de 
Internet como BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), SIGNALP (http://www. 
cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), 
PFAM (http://pfam.janelia.org/) y otros. La determinación del ST mediante la técnica 
de MLST se llevó a cabo como se describe en http://spneumoniae.mlst.net/ (Enright 
y Spratt, 1999). Para la observación del ADN y de los complejos LytC-pGL30, las 
muestras se prepararon por la Dra. M. T. Rejas (Centro de Biología Molecular, 












1. BÚSQUEDA DE GENES IMPLICADOS EN LA FORMACIÓN DE BIOFILM DE S. PNEUMONIAE  
1.1. Mutagénesis mariner 
Como un primer paso para tratar de comprender las bases genéticas de la forma-
ción de biofilmes en S. pneumoniae, se aislaron y caracterizaron mutantes de neu-
mococo con una capacidad estadísticamente diferente (mayor o menor) (P <0.05) 
de formación de biofilmes que la original. Para ello se construyeron dos genotecas, 
una con la cepa S. pneumoniae R6 y otra en la cepa S. pneumoniae M32 (∆lytA32) 
(un mutante lytA descendiente de R6; Tabla 3) mediante mutagénesis al azar me-
diada por transposón (mutagénesis mariner). La principal razón para utilizar la estir-
pe M32 es que los experimentos de formación de biofilmes pueden ser mejor con-
trolados debido a la ausencia de autolisis en estos cultivos. No obstante, hay que 
señalar que está bien documentado que los mutantes lytA de neumococo sufren 
una reducción de, aproximadamente, un 20% en la formación de biofilmes con res-
pecto a la cepa progenitora LytA+ (Moscoso et al., 2006). 
Los mutantes se seleccionaron por su resistencia al antibiótico correspondiente. 
A continuación, se ensayó, de manera individual, el crecimiento en medio líquido de 
los diferentes mutantes así como la capacidad de los mismos de formar biofilmes 
sobre superficies abióticas como el poliestireno o el vidrio. La identificación de los 
distintos mutantes se realizó empleando las técnicas de PCR inversa, arbitraria o 
con un sólo oligonucleótido, tal como se ha detallado en el apartado 5.8 de Materia-
les y Métodos. Dado que se conoce la secuencia genómica completa de la cepa S. 
pneumoniae R6, los genes correspondientes son identificados por comparación con 
dicha secuencia así como con los de otras estirpes neumocócicas virulentas cuya 
secuencia genómica es conocida, como son TIGR4 (serotipo 4) y D39 (serotipo 2). 
En algunos casos, las células del biofilm se tiñeron con el fluorocromo verde SYTO 
9 y la arquitectura del biofilm se visualizó mediante el uso de CLSM.  
1.1.1. Genoteca de S. pneumoniae R6 
Esta genoteca se construyó mutagenizando el ADN cromosómico de S. pneumo-
niae R6 con el plásmido pR412 que codifica SpcR. Se aislaron un total de 248 mu-
tantes  que fueron  denominados como  TRL SpcX, siendo X el número de orden de  
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Tabla 8. Mutantes de S. pneumoniae R6 con capacidad de formación de biofilm significativamente dife-
rente a la cepa parental (P <0.05) 
 
Menor producción  Mayor producción 
Mutante TRL Spc Formación de biofilm 
(%)a 
Mutante TRL Spc Formación de biofilm 
(%)a 
    1 72.8 ± 2.5   82 142.6 ± 12.3 
    3 82.1 ± 4.9   85 138.0 ± 6.2 
    4 76.8 ± 2.8   88 133.9 ± 8.8 
    5 80.4 ± 5.0   93 133.4 ± 10.7 
    7 71.0 ± 3.0 105 158.1 ± 5.3 
    8 74.2 ± 3.2 106 130.0 ± 9.0 
    9 63.0 ± 2.1 109 134.8 ± 0.8 
  18 90.1 ± 1.1 111 136.3 ± 4.1 
  20 87.4 ± 2.8 141 169.4 ± 9.6 
  25 63.0 ± 2.1 168 153.7 ± 13.8 
  33 87.4 ± 3.8 171 164.9 ± 23.8 
  37 86.2 ± 1.3 173 164.8 ± 22.7 
  41 87.9 ± 5.2 174 191.6 ± 16.1 
  46 82.7 ± 5.4 175 143.3 ± 13.8 
  48 85.9 ± 4.4 176 140.6 ± 10.6 
  50 77.5 ± 2.7 181 137.5 ± 12.0 
  53 83.8 ± 4.2 185 154.7 ± 9.5 
  54 84.8 ± 4.2 188 134.1 ± 13.3 
  55 76.1 ± 1.5 194 157.3 ± 11.0 
  56 79.6 ± 5.4 197 132.7 ± 3.3 
  59 80.2 ± 6.7   
  66 85.9 ± 1.7   
  67 86.3 ± 2.1   
  69 80.9 ± 4.5   
  70 81.0 ± 6.2   
  71 65.8 ± 3.3   
  98 57.3 ± 3.8   
133 74.5 ± 7.2   
139 71.1 ± 4.9   
147 77.3 ± 4.8   
150 81.2 ± 2.9   


























Figura 8. Reconstrucciones tridimensionales horizontales (plano xy) y verticales (plano xz) de diferentes 
imágenes al CLSM de los biofilmes de algunos mutantes TRL Spc y TRL Kan y los respectivos controles 
R6 y M32. Estos biofilmes se formaron en placas con fondo de vidrio a 34°C durante 16 h. Las células 
del biofilm se tiñeron con el kit de viabilidad BacLight. Barra, 30 m. 
 
 
aislamiento del mutante. Cincuenta y un mutantes (20% del total) mostraron una 
capacidad alterada de formación de biofilm y, de ellos, 31 (61%) formaban menos 
biofilm que S. pneumoniae R6 (Tabla 8). En 15 de los 51 mutantes se determinó 




1.1.2. Genoteca de S. pneumoniae M32 
Esta genoteca se construyó mutagenizando el ADN cromosómico de S. pneumo-
niae M32 con el plásmido pR410 que codifica KanR. Se obtuvieron 195 mutantes de 
inserción, denominados como TRL Kan, de los cuales 28 y 10 mostraron una pro-
ducción de biofilm aumentada o disminuida, respectivamente, con respecto a la ce-
pa M32 (P <0.05) (Tabla 10). En esta genoteca se obtuvo un porcentaje más eleva-
do de clones con capacidad de mostrar un incremento significativo en la formación 
de biofilm que en la realizada sobre la cepa R6 (73% frente a 39%). En la figura 8 
se puede observar la arquitectura del biofilm de dos de estos mutantes y cómo, se-
gún la cepa, disminuye (TRL Kan29) o aumenta (TRL Kan81) el espesor, la densi-
dad de su biofilm o ambos, con respecto al formado por la cepa parental M32. La 
inserción del transposón se determinó en 14 de los 38 mutantes con capacidad alte-
rada de formación de biofilm (Tabla 9).  
Para un mayor detalle, la figura 9 muestra un esquema de diferentes zonas del 
genoma de la cepa R6 con la localización precisa de las diversas inserciones. En 
dicha figura se representan fragmentos de unas 15–20 kb del genoma con los ge-
nes adyacentes a las inserciones para conocer mejor el contexto génico de las 
mismas. Por otra parte, la figura 10 muestra la secuencia nucleotídica y la posible 
organización funcional de las siete regiones intergénicas detalladas en la Tabla 9 
que contienen insertado algún minitransposón.  
1.1.3. Papel biológico de los genes implicados en la síntesis de biofilm 
Con objeto de tratar de conseguir más información de la incluida en las bases de 
datos sobre los genes de S. pneumoniae que, de acuerdo con nuestros datos (Ta-
bla 9), están implicados en la formación de biofilmes, se llevó a cabo la búsqueda 
bibliográfica correspondiente así como diversos análisis bioinformáticos y los resul-
tados de la misma se mencionan a continuación.  
Dos primeras consideraciones globales que se pueden destacar son, por un lado, 
que, con excepción de las inserciones en los genes spr1651 y spr1925, todas las 
demás inserciones cuya localización ha sido determinada han tenido lugar en genes 
que, de acuerdo con datos de otros autores (Akerley et al., 1998; Lee et al., 1999; 
Thanassi et al., 2002; Zalacain et al., 2003; Song et al., 2005; Bijlsma et al., 2007), 




Tabla 9. Localización de la inserción en algunos mutantes de S. pneumoniae R6 y M32 con formación de biofilm significativamente diferente a la de 
la cepa parental 
  Localización de la inserción enb 
Mutante 
(TRL_)a 
R6 (spr) D39 (SPD_) TIGR4 (SP_) 
Función predichac 
Spc93 (↑) 0033 0039 0033 Proteína hipotética conservada 
Kan47 (↑) 0065 (galM)–0066 0071 (galMl)–0072 0066 (galM)–0073 Aldosa1-epimerasa – Proteína de la familia glioxalasas 
Kan43 (↓) 0099 0107 0110 Proteína de membrana 
Kan31 (↓) 0148 (dapE) 0152 0150 Peptidasa (familia M20/M25/M40) 
Spc66 (↓) 0424 (lacG) 0427 (lacG-1) 0477 (lacG-1) 6-Fosfo--galactosidasa 
Kan7 (↓) 0450 (hsdR) 0455 (hsdR) 0510 (hsdR) Sistema de restricción-modificación tipo I, subunidad R 






6-Fosfo--glucosidasa – Phe-tRNA sintasa, subunidad  
Spc82 (↑) 0543 (uvrC) 0538 (uvrC) 0618 (uvrC) Excinucleasa ABC, subunidad C 
Spc8 (↓) 0601 0596 0686  Proteína de membrana 
Spc25 (↓) 0606–0607 NA–0603 NA–0694  NA – Peptidasa (familia M50) 
Spc105 (↑) 0607 0603 0694 Peptidasa (familia M50) 
Spc98 (↓) 0711 (dinG) 0705 0802 Exonucleasa (familia DnaQ)/Helicasa (familia DinG) 
Spc111 (↑) 0820 0812 (lys1) 0919 Sacaropina deshidrogenasa 
Spc18 (↓) 0905 (yfnA) 0887 1001 Proteína de la familia de permeasas de aminoácidos 
Spc4 (↓) 0908 (phtE) 0890 (phtE) 1004 Proteína E de la familia de proteínas con triada de histidinas 
(HxxHxH) 
Spc20/50 (↓/↓) 0939 NA 1037 NA 
Kan51 (↑) 0945 0924 1043 Proteína hipotética conservada 
Kan69 (↑) 0964 0943 NA Proteína hipotética conservada 
Kan81 (↑) 1038 1014 0299 IS630-Spn1 (transposasa Orf1) 
Kan14 (↓) 1236 1212 1378 Proteína hipotética conservada RESULTADOS
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Kan29 (↓) 1431 (lytC) 1403 (lytC) 1573 (lytC) 1,4--N-acetilmuramidasa 
Spc9 (↓) 1519 (glk) 1488 1675 Proteína de la familia ROK 
Spc7 (↓) 1611–1612 1576–1577 1785–1786 Proteínas hipotéticas conservadas 
Kan18 (↑) 1651 1616 1832 Proteína hipotética conservada 
Spc88 (↑) 1762–1763 (plcR) 1744–1745 1945–1946 Lipoproteína – Regulador transcripcional PlcR 
Kan42 (↓) 1770 (clyB) 1752 1953 Transportador ABC (secreción de toxinas; permeasa/unión a 
ATP) 
Kan32 (↓) 1828–1829 (nadC) NA–1826 (nadC) NA–2016 (nadC) NA – Nicotinato-nucleótido pirofosforilasa 
Kan92 (↑) 1925 1943 2115 Proteína hipotética conservada 
a Las flechas indican aumento (↑) o disminución (↓) de la formación de biofilm. 
b Cuando la inserción es intergénica, se indican los genes flanqueantes. Los números de acceso de los genomas de R6, D39 y TIGR4 son 
AE007317, CP000410 y AE005672, respectivamente. NA, no anotado. 










Tabla 10. Mutantes de S. pneumoniae M32 con capacidad de formación de biofilm significativamente di-
ferente a la cepa parental 
 
Menor producción  Mayor producción  
TRL Kan Formación de biofilm 
(%)a 
Mutante TRL Kan Formación de biofilm 
(%)a 
  7 80.4 ± 10.0   18 130.9 ± 3.0 
14 67.8 ± 2.3   47 167.4 ± 2.2 
15 68.9 ± 11.4   51 178.9 ± 4.1 
29 37.8 ± 10.4   60 149.2 ± 4.0 
30 52.1 ±12.1   64 171.6 ± 21.0 
31 72.9 ± 9.4   65 150.4 ± 6.5 
32 68.1 ± 2.0   67 159.6 ± 2.4 
36 77.1 ± 6.2   69 174.0 ± 14.7 
42 73.0 ± 6.2   72 163.8 ± 16.5 
43 66.6 ± 3.2   75 182.2 ± 12.5 
    77 156.0 ± 5.6 
    81 157.4 ± 5.3 
    83 148.2 ± 16.2b 
    85 138.8 ± 2.8b 
    89 160.6 ± 13.3 
    90 171.1 ± 16.9 
    91 162.7 ± 30.4 
    92 223.7 ± 33.5 
    93 193.1 ± 39.8b 
    94 219.4 ± 15.8b 
  100 185.4 ± 11.2 
  102 175.5 ± 41.6b 
  107 178.6 ± 3.2b 
  109 181.5 ± 0.7
b 
  116 232.6 ± 16.9
b 
  118 235.6 ± 14.9
b 
  125 158.3 ± 12.2
b 
  127 175.1 ± 18.9b 
a Expresado como la media ± error estándar. 
b Estos mutantes crecen más lentamente que la cepa control pero, una vez tenido en cuenta este factor, 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 tRNA Rup_B Rup_A Box_ABBBBC  
 
Figura 9. Representación esquemática de las regiones del genoma de S. pneumoniae R6 con insercio-
nes mariner que afectan a la producción de biofilm. Se muestran las posiciones nucleotídicas del co-
mienzo y fin de cada fragmento representado. Los genes se representan como flechas blancas que 
muestran la dirección de transcripción. Los genes coloreados en rojo o azul indican genes esenciales o 
no esenciales in vitro, respectivamente, que han sido propuestos como tales en varios trabajos de muta-
génesis global (véase el texto). En caso de conflicto entre publicaciones, la flecha se ha marcado con ra-
yas de ambos colores. Las flechas horizontales de color negro representan genes que codifican transpo-
sasas, completas o no. Las inserciones se indican por flechas verticales que indican la dirección de la in-
serción y sus colores representan aumento (color verde) o disminución (color rojo) de la producción de 
biofilm. También se indican las posiciones de algunas secuencias repetidas características de neumoco-
co como BOX (Martin et al., 1992; Knutsen et al., 2006) y Rup (Oggioni y Claverys, 1999; Llull et al., 




         galM   72866 TAAAAAAGCTGGTCAAAAAGTCTTTAAAATTAAAATAACGCATATTGTCAGGTGATGAAA 
  72926 AGTTTGATAATATGCGTTTTATTATGAAATGATTTACTTTATATTATCCTGAAATGGTGT 
                                                 ◄ 
  72986 TATTTTTGAGTTATCTGGCTTGACTTTCTTGATGGAAATTATATAATAGTTGTAATAATA 
  73046 ATAATTACAACGAGAAAAGAGGACCATTTATG 




 spr0066 ----------------------------------------------------------------------  
       bglH 
r0066
 
  504993 TAGTTTGTTTATTGATGATTAGATATTATCACGGTTAAGGCAGCATCTCATTAAATATGA                                                                  ◄ 
 505053 AATAAAGAGGTTTGGAAGACATCAAATTCTAAACCTCTTTATTTTATAGGGGGATTAATT 
 505113 AATTTAATTTTGTTACAGAGAGCCGATTATAAATAGTTAACTTAGGATAGATTGGTTATA 
 
 
  505173 TATAGTAGACTGAATCTAAAATAGTACGAAACAATTGCTAAAACATTTATAGAAATTAAT  505233 TTTACTTTCCCAATCGATTTGTTTTCATCTTATTTCAATCCGCTATAAAGTTAGATAAGA 





























Fig. 10. Secuencia nucleotídica y características principales de las regiones intergénicas de S. pneumo-
niae en las que se han localizado minitransposones mariner que afectan a la síntesis de biofilm. Se indi-
can los codones de iniciación (en verde) y terminación (en rojo) de los genes flanqueantes y la localiza-
ción en el genoma de la cepa R6. En los genes pheS y spr0607 se señala más de un codón de iniciación 
debido a la existencia o no de un sitio de unión al ribosoma a una distancia adecuada de dicho codón. En 
esta misma región se indica, en cursiva y subrayado, la secuencia de la caja T (T-box). El lugar donde ha 
tenido lugar cada inserción se señala en negrita y subrayado y la dirección de la misma mediante una 
GACTGCAAGCTCTCTATATGAAAGCTGGGTGAATTCACTTGCGCATGGATTTA 
 505473 GAAATGAAGGTCTGACTTGTCAGATGAAAACGGATGGTACCGCGTGTCAACGCTCCGAGT 
 505533 GGAGTTTTTGGCATGTGGTTTTCTTTTTATCTACGAGAGACTGATGGAGGAAATATG 
                                                                  pheS 
------- ---------------------------------------------- 
       
-----------------
 spr0606 
 619393 CATTTACTAACATCAAGCTTTTTCAATTTCATTTTAGACAGTCATTTGAATTTTCCGTAT 
spr0606 
 619453 TAGTCTTGCAGCAAGAGATTAATAGAATTAGTCATTATTTTATTGATTGCGGACTGAGGG 
 619513 ACTAGAGTATGTTTTACTTAGCCCCTCTTTTATTTATTAAAGGTTAGGTTTGTTATGAGA 
 619573 ATTGTTGATAAGATTAAGATATTACCTACTCCTTATGAGGGACAGTATCATCTATATATA 
                                                              ► 
 619633 CCATCCAGTAAGAAACATGTATTAGTTGGGAAACAGGAAAAAAATGGTTAGAGCAACTAA 
 619693 TAGGTCAAGAATTTACCATATCGGACTTATTAGTG
                                       
--------------- ---------------------------------------------- 











                      ◄ 
1587107 GCATATTTCCGAGCAATCGGGGCGATTAAAGAGTCGCATAGAAAGAGGACAAAA
                                                            
---------------------------------------------------------------------- 
        plcR 
TG 






                                                         ◄ 
1730406 AGCGTCTTAAAGAGACATTTGAGAAGATTAGAAACAGTTCTCTCTTTTCTCCTAGTATAA 
1730346 TGATTGGTAGGAAGGGAGAGAGAAGA
                                 
---------------------------------------------------------------------- 




                                                               ► 
1803066 CAGATAGTTTAAACGCCTCTTCAAATATAGTAAAATGAACCAAAAATAGTACACAATG 
                                                              spr1828 1828 
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punta de flecha. Los posibles promotores se han destacado en azul claro o fucsia dependiendo de la ca-
dena de DNA, incluyendo algunos promotores –10 extendidos (Sabelnikov et al., 1995). El codón de ter-
minación de spr0606 se muestra en amarillo porque corresponde a la cadena complementaria a la mos-
trada aquí. En gris, se resaltan una secuencia repetida (RupB_2; entre bglH y pheS) y una Box_CBA (en-
tre plcR y spr1762), características de neumococo. En posición 5’ de spr1762, se indican, en fondo azul 
oscuro, las dos repeticiones (imperfectas) directas de 9 nucleótidos reconocidas por ComE (Knutsen et 




Estos posibles genes esenciales se indican en color rojo en la figura 9. Por otro la-
do, es notable que, aproximadamente, el 50% de las proteínas identificadas en esta 
Tesis como implicadas en la formación de biofilmes, se expresan in vivo, de acuer-
do con un estudio proteómico reciente (Sun et al., 2011a). En concreto, se trata de 
las proteínas Spr0033, Spr0065 (GalM), Spr0148 (DapE), Spr0450 (HsdR), Spr507 
(PheS), Spr0543 (UvrC), Spr0711 (DinG), Spr0820, Spr0905 (YfnA), Spr0908 
(PhtE), Spr1038, Spr1236, Spr1431 (LytC), Spr1611, Spr1763 (PlcR), Spr1770 
(ClyB) y Spr1925. Por otra parte, existe evidencia experimental indicando que los 
genes spr0099, dapE, hsdR, spr0601, yfnA y spr1236 desempeñan funciones esen-
ciales para el desarrollo de neumonía (Hava y Camilli, 2002). 
La proteína Spr0033 se une, posiblemente, a la coenzima A ya que posee un mo-
tivo CoA_binding (PF02629). Además, se ha visto que la expresión del gen spr0033 
se inhibe poco tiempo después de exponer neumococo a un cultivo de macrófagos 
humanos (Song et al., 2009). El gen spr0099 está localizado en una de las regiones 
del genoma (RA2), denominadas regiones accesorias (RAs), que existen en algu-
nos aislados de neumococo pero no en todos ellos (Blomberg et al., 2009). Resulta 
interesante señalar, además, que el gen spr0098, localizado en posición 5’ de 
spr0099 y separado del mismo por sólo 56 nucleótidos, codifica una posible bacte-
riocina de 82 aminoácidos, de acuerdo con lo predicho por el programa BAGEL (de 
Jong et al., 2006) (http://bioinformatics.biol.rug.nl/websoftware/bagel/bagel 
_start.php). Recientemente, se ha determinado la estructura tridimensional de DapE 
(número de acceso en la base de datos PDB, 2pok) apoyando la predicción de que 
esta proteína es una metalopeptidasa en la que el residuo Glu157 podría formar 
parte del centro activo. LacG (Spr0424) parece ser una 6-fosfo--galactosidasa si 
se tiene en cuenta que, aproximadamente, muestra una identidad/similitud del 
46/67% con proteínas de Streptococcus gordonii (log10E = –160) (Bolken et al., 
2001) y Streptococcus mutans (log10E = –158) (Honeyman y Curtiss, 1993, Zeng et 
al., 2010) en las que se ha demostrado tal actividad enzimática. El gen lacG se en-
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cuentra situado en la RA12 (Blomberg et al., 2009) y, de acuerdo con el uso de co-
dones de neumococo, debería transcribirse eficientemente (Martín-Galiano et al., 
2004).  
El gen spr0450 (hsdR) se ubica en la RA13 (Blomberg et al., 2009). La transcrip-
ción de los genes bglH (spr0506) y pheS (spr0507) se estimula en una forma relspn-
independiente, esto es, por el estrés causado por la inhibición de la traducción, co-
mo resultado de un tratamiento con mupirocina (Kazmierczak et al., 2009). Este an-
tibiótico inhibe la formación del tARN de la isoleucina (tRNAIle) (Hughes y Mellows, 
1978). Como se ha demostrado en muchas otras bacterias (Gutiérrez-Preciado et 
al., 2009), pheS debe regularse mediante la denominada caja T (T-box) (Fig. 10) 
(un sistema de antiterminación). Además, resultados recientes indican que PheS es 
una fosfoproteína (residuo fosforilado Ser229) (Sun et al., 2010) que se encuentra 
asociada a la membrana celular de neumococo (Sun et al., 2011b). Se ha sugerido 
que la proteína UvrC (Spr0543) actuaría en coordinación con UvrA (Spr0171) y 
UvrB (Spr1118) (Sicard et al., 1992) en la reparación de daños en el ADN. Los ge-
nes spr0606 y spr0607 se encuentran localizados en una de las regiones acceso-
rias (RA17) del genoma de neumococo y, recientemente, se ha demostrado que 
Spr0607, que posee varios posibles dominios transmembranales, es una metalo-
peptidasa (Kwon et al., 2011). Por otra parte, se ha descrito que DinG (codificada 
por el gen spr0711) se encuentra fosforilada en el residuo Ser224 (Sun et al., 2010). 
Esta proteína contiene dos dominios, RNase_T (PF00929) y DEAD (PF00270), este 
último característico de la familia de las helicasas de ARN (Linder y Jankowsky, 
2011). En posición inmediatamente 5’ del gen speE, que codifica la espermidina sin-
tasa y que es necesario para que tenga lugar eficientemente tanto la colonización 
por neumococo como la neumonía (Shah et al., 2011), se encuentra el gen spr0820 
que, muy probablemente, pertenece, como speE, a los genes implicados en la bio-
síntesis de poliaminas. Los genes spr00819 a spr0824 constituyen la RA20 
(Blomberg et al., 2009).  
YfnA es, muy probablemente, una proteína de membrana que pertenece a la su-
perfamilia APC (amino acid/polyamine/organocation) de transportadores (Jack et al., 
2000). El gen que codifica YfnA (spr0905) pertenece a un único operón que com-
prende los genes spr0903 a spr0907 que codifican, respectivamente, las proteínas 
CcdA, tiorredoxina, YfnA, AdcAII (denominada Lmb en la Fig. 9) y PhtD. AdcAII ha 
sido caracterizada recientemente como una proteína que contiene Zn2+ (Loisel et 
al., 2008). PhtE, el producto del gen spr0908, es junto con PhtD y otras, un miembro 
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de la denominada familia de proteínas con triada de histidinas, se encuentra locali-
zado en la superficie celular (Adamou et al., 2001) y posee propiedades inmunogé-
nicas (Beghetto et al., 2006; Giefing et al., 2008). El gen phtE se expresa desde su 
propio promotor y no forma parte del operón mencionado anteriormente (Rioux et 
al., 2011). Se ha observado recientemente que la transcripción de todos los genes 
de la familia Pht se inhibe por acción del regulador AdcR (Spr1978), en presencia 
de Zn2+ (Reyes-Caballero et al., 2011; Shafeeq et al., 2011). 
Mientras que existe escasa información sobre los genes spr0945 y spr0964 ― 
este último se encuentra localizado en la RA23 (Blomberg et al., 2009)―, spr1431, 
codifica la lisozima LytC con capacidad autolítica a 30°C (López y García, 2004) y 
que es requerida para la formación óptima de biofilm (Moscoso et al., 2006). Más 
recientemente, se ha demostrado la capacidad inmunogénica de LytC (Giefing et 
al., 2008) así como su localización en la membrana de S. pneumoniae (Sun et al., 
2011b). Por su parte, glk (spr1519) se induce durante el desarrollo de la meningitis 
(Orihuela et al., 2004) mientras Spr1651 ha sido identificada como una proteína de 
membrana (Sun et al., 2011b). 
La proteína Spr1763 (PlcR) es 26% idéntica (50% similar) (log10E = –10) al prin-
cipal regulador quorum sensing (Q3EZ40) de la virulencia del grupo de Bacillus ce-
reus (B. cereus, Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis) (Rocha-Estrada et al., 
2010) cuya estructura tridimensional es conocida (Declerck et al., 2007). Por su par-
te, la expresión de spr1762 se reduce significativamente durante la infección me-
níngea (Orihuela et al., 2004). Este gen monocistrónico, que es uno de los que se 
inducen tempranamente durante el desarrollo de la competencia (Peterson et al., 
2004), codifica una proteína de membrana, ComM, que es el factor de inmunidad de 
los neumococos competentes frente a la acción de las enzimas líticas propias y, en 
particular, de CbpD (fratricidio; véase apartado 1.5 de la Introducción) (Håvarstein et 
al., 2006; Eldholm et al., 2010). Al igual que otros genes implicados en el desarrollo 
de la competencia, la expresión de comM es inhibida por ClpP (Robertson et al., 
2002), una proteasa dependiente de ATP con importantes funciones en bacterias 
Gram-positivas (Frees et al., 2007).  
Finalmente, las predicciones del programa BAGEL de búsqueda de genes que co-
difican posibles bacteriocinas (ver más arriba), apuntan a que los genes spr1765 y 
spr1766, situados en posición 5’ de clyP (spr1770) y hasta spr1774, están implica-
dos en la producción de bacteriocinas. Esta predicción ha sido comprobada experi-
mentalmente y Spr1770 parece ser la peptidasa implicada en el transporte de las 
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bacteriocinas modificadas así como en el procesamiento del propéptido (Majchrzy-
kiewicz et al., 2010). La transcripción de clyB (y de spr1771) se estimula notable-
mente poco tiempo después de la exposición de neumococo a macrófagos 
humanos (Song et al., 2009). Por otra parte, los genes spr1764 a spr1771 constitu-
yen una región accesoria (RA40) (Blomberg et al., 2009). 
1.2. Otros genes 
Como ya se ha comentado en la Introducción de esta Tesis, S. pneumoniae es el 
principal agente etiológico causante de neumonía y meningitis en niños y personas 
mayores de 60 años. En la actualidad, a pesar de los avances biomédicos, la tasa 
de mortalidad debida a meningitis neumocócica se sitúa entre el 16% y el 37%. 
Además, la tasa de mortalidad infantil de la meningitis neumocócica es, como míni-
mo, el doble que la de la meningocócica y los supervivientes padecen una mayor 
incidencia de secuelas neurológicas. Debido a los frecuentes fallos terapéuticos en 
el tratamiento de meningitis producida por bacterias multirresistentes, a menudo se 
utiliza Van en los regímenes estándar para el tratamiento de la meningitis. Hasta 
ahora, afortunadamente, no se ha identificado ningún neumococo VanR; sin embar-
go, se ha detectado la aparición de cepas de S. pneumoniae tolerantes a Van (VT) 
en algunos países (McCullers et al., 2000; Henriques Normak et al., 2001; Boost et 
al., 2003; Hidalgo et al., 2003; Gillis et al,m 2005; Sung et al., 2006), pero no en 
otros (Antón et al., 2001; Ortega et al., 2003; Decousser et al., 2004a, b). Tratándo-
se siempre de antibióticos que afectan a la síntesis de la pared bacteriana (como 
los -lactámicos o los glicopéptidos), la tolerancia se define como un cambio en la 
actividad del antibiótico, de bactericida a bacteriostático (Moscoso et al, 2011). Re-
cientemente, llevamos a cabo el estudio de dos aislados clínicos VT de S. pneumo-
niae ―uno de serotipo 23F, denominado S3, y otro de serotipo 14, denominado Tu-
pelo_VT (Tabla 3)―, con la finalidad de caracterizar la tolerancia de estas cepas 
(Moscoso et al., 2010). Mientras que la cepa S3 fue caracterizada como el primer 
mutante lytA natural, se pudo demostrar que la cepa Tupelo_VT contenía una mu-
tación en el gen ciaH (alelo ciaHTupelo_VT; G592T; Ala198Ser) que codifica la histidín 
quinasa del sistema de dos componentes CiaRH (Zähner et al., 2002). Existe evi-
dencia experimental que indica que el sistema CiaRH está implicado en adherencia 
y colonización en modelos animales (Sebert et al., 2002; Muñoz-Elías et al., 2008), 
así como datos recientes que indican que los mutantes ∆ciaRH forman menos bio-
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film y no se traslocan con facilidad de la nasofaringe a los pulmones o el cerebro 
(Trappetti et al., 2011). Por otra parte, Hsu y cols. (2011) han observado que la Van 
promueve la formación de biofilmes en cepas no susceptibles de S. aureus. Todos 
estos datos nos llevaron a investigar si los mutantes naturales (clínicos) VT de S. 
pneumoniae poseen alguna alteración en su capacidad de formación de biofilm y, 
efectivamente, pudo comprobarse que las cepas tolerantes a Van formaban menos 
biofilms que las cepas isogénicas, no tolerantes a vancomicina (VNT) correspon-




























































Figura 11. Crecimiento y formación de biofilm de las cepas VT (Tupelo_VT y S3) y las cepas VNT (Tupe-






Con el fin de profundizar más sobre el gen ciaH, se pasó la mutación del gen 
ciaH de la cepa Tupelo_VT a la cepa R6 (P147) y analizamos su capacidad de for-
mación de biofilm. La cepa P147 formo un 15% más de biofilm que la cepa silvestre 
R6, pero hubo diferencias significativas también en el crecimiento, la cepa P147 
creció más que la cepa silvestre R6 (Fig.11B).  
Además de estudiar la implicación del sistema CiaRH, nos propusimos tratar de 
elucidar si otros genes que han sido descritos en otras bacterias como importantes 
para la formación de biofilmes, adhesión y/o colonización, también desempeñan al-
gún papel en el caso de los biofilmes neumocócicos. En concreto, se estudiaron 
cuatro genes: htrA (spr2045), phaB (spr0375), fabT (spr0376) y galU (spr1903). La 
serín proteasa HtrA está implicada, entre otras funciones, en  el prcesamiento y 
maduración de proteínas extracelulares, su síntesis está inhibida en un mutante 
ciaRH y la carencia de esta proteína está asociada con una disminución en la ca-
pacidad de colonización nasofaríngea (Sebert et al., 2002; Halfmann et al., 2007b; 
Dawid et al., 2009). Además, los mutantes htrA de otras especies bacterianas como 
S. mutans (Ahn et al., 2005; Biswas y Biswas, 2005) o Listeria monocytogenes 
muestran una disminución notable en su capacidad de formación de biofilms (Wil-
son et al., 2006).  
En diversas bacterias Gram-negativas y más concretamente, en Xanthomonas 
campestris, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cenocepacia y P. aerugi-
nosa se ha descrito la biosíntesis de un “factor señalizador difusible” (diffusible sig-
nal factor), un ácido graso cis insaturado, implicado, entre otras funciones, en la 
formación y dispersión de los biofilmes (Davies y Marques, 2009; Ryan y Dow, 
2011). Recientemente, se ha observado que un compuesto estructuralmente simi-
lar, el ácido trans-2-decenoico, es también sintetizado por S. mutans y aislados de 
SGM como S. mitis. S. oralis y S. sanguinis (Vílchez et al., 2010). En X. campestris 
y S. maltophilia, el factor señalizador es sintetizado con la participación de la proteí-
na RpfF. Esta proteína es notablemente semejante (E = 10–6) a otra de Streptococ-
cus mitis (Núm. de acceso EFM32326) que es, a su vez, homóloga (E = 10–15) a 
Spr0375 de S. pneumoniae R6. Esta proteína, denominada PhaB en el genoma de 
la cepa R6, es actualmente conocida como FabM y forma parte del cluster de genes 
biosintéticos de los ácidos grasos (Marrakchi et al., 2002). Los mutantes fabM no 
producen niveles detectables de ácidos grasos monoinsaturados (Altabe et al., 




un regulador transcripcional (represor) de todos los genes fab, a excepción de fabM 
(Lu y Rock, 2006; Jerga y Rock, 2009). 
El gen galU (spr1903) codifica una UDP-Glc pirofosforilasa imprescindible para la  
biosíntesis capsular (Mollerach et al., 1998; Bonofiglio et al., 2005). Existe evidencia 
experimental indicando que los mutantes galU de diversas bacterias Gram-
negativas están atenuadas (véase, Jayakar et al., 2011 y las referencias incluidas). 
En neumococo, los mutantes galU son incapaces de diseminarse por vía sanguínea 
(Marra y Brighman, 2001) y están atenuados in vivo (Meng et al., 2008). 
Sobre la base de estos datos previos, nos pareció interesante interrumpir los ge-
nes htrA (cepa P153), fabM (mutante P177), la expresión de fabT (cepa P179) y ga-
lU (cepa P195) (Tabla 3) mediante la inserción del minitransposón mariner para 
analizar su posible efecto en la formación de biofilm. En ninguno de estos mutantes 
se encontró un cambio significativo en la capacidad de formación de biofilm con 















2. PAPEL DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR EN LOS BIOFILMES DE S. pneumoniae 
Aunque el principal factor de virulencia de S. pneumoniae es el CPS, su papel en 
colonización es discutible. Se ha sugerido que la biosíntesis del CPS interfiere con 
la colonización pero parece que la adherencia de neumococo a las células nasofa-
ríngeas es serotipo-específica y se requiere una cantidad mínima de CPS para una 
colonización eficiente en ratones (Magee y Yother, 2001). Sobre estas bases expe-
rimentales nos propusimos investigar la influencia del CPS en el establecimiento del 
estado de portador utilizando un ensayo de formación de biofilm como modelo de 
colonización.  




















































Figura 13. Crecimiento y formación de biofilm de la cepa no capsulada y las cepas capsuladas de seroti-
po 3. ***, P <0.001. 
M11 P007 1001 1990 3086 8057
RESULTADOS 
2.1. Biofilm de cepas capsuladas serotipos 1 y 3 
Basándonos en un trabajo previo del laboratorio donde se realizaron ensayos de 
formación de biofilmes con neumococos de distintos serotipos capsulares (una cepa 
por serotipo) (Moscoso et al., 2006), decidimos ampliar el ensayo. Picazo y cols. 
(2011) llevaron a cabo un estudio donde de 330 casos de IPD en niños menores de 
15 años, el 26.1% se debían a cepas de serotipo 1 y el 3.9 % a cepas de serotipo 3, 
además el serotipo 1 causaba en un alto porcentaje IPD en niños mayores de 3 
años, siendo la incidencia de un 51.4% en niños de entre 3 y 5 años. También el in-
cremento de neumonía neumocócica con empiema ha sido relacionado con la intro-
ducción de la vacuna PCV7, siendo los serotipos 1 y 3 los serotipos no vacunales 
más frecuentemente causantes de neumonía con derrame pleural durante el perio-
do postvacunal PCV7 (Muñoz-Almagro et al., 2010; Burgos et al., 2011). Por todo 
ello, decidimos ampliar el ensayo con los serotipos 1 y 3. Se utilizaron 4 cepas de 
cada serotipo capsular y, como controles, la cepa M11 no capsulada y un transfor-
mante de la cepa M11 con la cápsula de serotipo 1 (P005) o 3 (P007) para determi-
nar si el CPS desempeña un papel importante en la formación de biofilmes.  
Se comprobó que las cepas capsuladas tanto de serotipo 1 (Fig. 12) como de se-
rotipo 3 (Fig. 13) formaban un biofilm significativamente menor que la estirpe no 
capsulada M11. Además, con estos ensayos se pudo determinar que no parecen 
existir diferencias significativas en la formación de biofilm entre cepas clínicas de los 
serotipos 1 y 3, ni entre cepas clínicas del mismo serotipo, ni entre los dos secuen-
citipos analizados dentro del mismo serotipo capsular. 
Tras analizar la capacidad para formar biofilmes de aislados neumocócicos de di-
ferentes serotipos, se pudo concluir que todos los CPS ensayados aquí y previa-
mente (Moscoso et al., 2006) inhiben la formación de biofilmes sobre superficies 
abióticas. Para profundizar más sobre el papel del CPS en la formación del biofilm 
elegimos cepas de serotipo 3 porque en estos aislados se distinguen con facilidad 
las colonias rugosas (formadas por las células no capsuladas) de las lisas (consti-
tuidas por neumococos capsulados) (García et al., 1993). Para este estudio se usó 
la cepa capsulada M23 construida por transformación de M22∆lytA32 con ADN de 
la cepa clínica 406 y, como control, la cepa M24 que es un mutante cap3A (no cap-
sulado) de M23 (Tabla 3). De nuevo, se pudo confirmar que las cepas no capsula-




que la cápsula de neumococo constituya una barrera física que dificulta el acceso 






2.1.1. Aislamiento de mutantes espontáneos no capsulados de neumococo sero-
tipo 3 asociados a la formación de biofilm 
Para tratar de aislar mutantes no capsulados espontáneos a partir de un biofilm de 
neumococo serotipo 3, se inoculó una placa multipocillo con la cepa M23 que se in-
cubó 6 h a 34°C para la formación del biofilm. Trascurrido este tiempo de incuba-
ción se retiró el cultivo planctónico y se resuspendió el biofilm en medio CpH8 (0.2 
ml) que, a continuación, se disgregó con una punta de pipeta. Después de llevar a 
cabo las diluciones correspondientes se sembraron 0.1 ml de cada dilución en pla-



























P007 y 406). Como controles se usaron las cepas no capsuladas M11 y M24. 
servaron con la ayuda de una lupa binocular y se resembraron en placas de agar-
gre  todas aquellas   colonias de  pequeño tamaño y de fenotipo aparentemente  
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Figura 15. Morfología de las colonias y capacidad de formación de biofilmes de la cepa capsulada de se-
rotipo 3 y los distintos grupos de mutantes. Panel superior, morfología y tamaño medio de las colonias de 
los diferentes grupos de mutantes y los controles, en placas de agar-sangre después de ser incubadas 
24 h a 37°C. Barra, 1 mm. Panel inferior, reconstrucciones tridimensionales horizontales (plano xy) y ver-
ticales (plano xz) de diferentes imágenes al CLSM de los biofilmes de los distintos grupos de mutantes y 
los controles M23 (serotipo 3) y M24 (mutante rugoso de M23). Estos biofilmes se formaron en placas 
con fondo de vidrio a 34°C durante 16 h. Las células del biofilm se tiñeron de verde con el fluorocromo 












































en placas de agar-sangre. Las flechas indican mutantes espontáneos no capsulados de M23. 
 
Tabla 11. Mutantes espontáneos no capsulados aislados de biofilmes de neumococo serotipo 3 







Planctónico M23 Biofilm M23
Figura 16. Morfología de las colonias de la cepa M23 aisladas de un cultivo planctónico o de un biofilm
Cap3-1 No capsulado a 
Cap3-2 Parcialmente capsulado b 
Cap3-3 Parcialmente capsulado g 
Cap3-4 No capsulado a 
Cap3-5 No capsulado c 
Cap3-6 No capsulado f 
Cap3-7 No capsulado a 
Cap3-8 Parcialmente capsulado b 
Cap3-9 No capsulado a 
Cap3-10 No capsulado a 
Cap3-11 No capsulado a 
Cap3-12 No capsulado c 
Cap3-13 Parcialmente capsulado b 
Cap3-14 No capsulado a 
Cap3-15 No capsulado a 
Cap3-16 No capsulado a 
Cap3-17 No capsulado d 
Cap3-18 No capsulado e 
Cap3-19 No capsulado a 
Cap3-20 No capsulado a 
Cap3-21 Parcialmente capsulado b 
Cap3-22 No capsulado c 
Cap3-23 No capsulado a 
Cap3-24 No capsulado e 




po 3. (a). Representación de la región 
 la síntesis del CPS están coloreados 
epas de neumococo no capsuladas. El 
egiones promotoras –10 (TATAAT) y –





Tabla 12. Localización de las mutaciones en el operón capsular tipo 3 por restauración del fenotipo cap-
sulara  




















Figura 17. Diagrama del operón capsular de S. pneumoniae seroti
del operón clonada en cada plásmido. Los genes requeridos para
en verde. (b). Caracterización de las mutaciones que producen c
grupo de la mutación se indica después de cada una de ellas. Las r
a + – + + + – – 
b + – + + + – – 
c + – ND ND ND ND + 
d + – ND ND ND ND + 
e + + ND ND ND ND + 
f + – – + – – – 
g + + + – + + + 
a Abreviaturas: +, restauración del fenotipo capsular tras la transformación; –, no restauración del fenotipo 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6431 W174Stop Codón stop prematuro (TAG) en 
gen cap3A 
e 





6158 T83I En gen cap3A d 
Inserción G 5933–5934 S8R Cambio de fase en gen cap3A c 
Deleción 1023 pb 5249–6271  Deleción del promotor y región 5´ 
del gen cap3A 
f 
Duplicación 749 pb 6732–7480  Duplicación de la región 3´ del gen 
cap3A (364 pb) y la región 5´ del 
gen cap3B (370 pb) 
g 





























rugoso (Fig. 15). Entre un 10% y un 25% de las colonias aisladas del biofilm de M23 
mostraron fenotipo no capsular y diferente morfología (Fig. 16) sugiriendo que pue-
de aparecer simultáneamente más de un tipo de mutante capsular en el mismo bio-
film. Para reducir las posibilidades de aislar mutantes idénticos, sólo aislamos una 
colonia rugosa de cada pocillo. Así, se obtuvieron 25 colonias independientes que 
fueron nombradas como Cap3-1 a Cap3-25 (Tabla 11). 
2.1.2. Localización de la mutación y clasificación de los mutantes  
Para localizar la mutación en cada uno de los mutantes se usó una colección de 
plásmidos de E. coli que contienen clonadas distintas regiones del operón capsular  
del serotipo 3 de S. pneumoniae (cap3) (Tabla 5) con objeto de tratar de restaurar el 
fenotipo capsular por transformación con los ADNs donadores que contienen los di-
ferentes fragmentos (Fig. 17A). Así, los 25 mutantes no capsulados aislados pudie-
ron ser clasificados en 7 grupos (del a al g) de mutantes distintos (Tabla 12). 
Localizada la región donde se había producido la mutación, determinamos el tipo 
de mutación y su posición mediante PCR con oligonucleótidos específicos y se-
cuenciación (Tabla 13 y Fig. 17B). 
2.1.3. Formación de biofilmes por los mutantes no capsulados 
Se realizaron varios ensayos de formación de biofilm en placas multipocillo, todos 
ellos en medio CpH8 e incubando entre 14 y 16 h a 34°C. Se usaron como contro-
les las cepas no capsuladas M24 y M11 y las cepas capsuladas de tipo 3, M23, 
P007 y 406. La figura 18 muestra que, con la excepción de los neumococos del 
grupo d y g, todos los mutantes no capsulados formaban más biofilm que la cepa 
M23 y las otras cepas capsuladas. Si se compara la formación de biofilm en placas 
multipocillo con las imágenes obtenidas al CLSM usando vidrio como soporte abió-
tico para la formación de los biofilmes (Fig. 15 paneles inferiores) puede observarse 
que los resultados son consistentes. Los mutantes pertenecientes a los grupos b, d 
y g no forman biofilm sobre vidrio. Además, después de corregir los datos por el di-
ferente crecimiento de las diversas cepas (Figs. 18 y 20), se pudo deducir que los 
mutantes de los grupos a, c, e y f forman más biofilm que la cepa M23, que los del 
grupo b forman ligeramente más biofilm que su progenitor y que los mutantes per-
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tenecientes a los grupos d y g forman menos biofilm que la cepa M23 sobre poliesti-
reno. 
2.1.4. Cuantificación del polisacárido capsular de los mutantes no capsulados de 
neumococo serotipo 3 
Con el fin de buscar una explicación a los resultados obtenidos tanto en la forma-
ción de biofilm en placas multipocillo como en plaquitas con fondo de vidrio, se llevó 
a cabo la cuantificación de la producción del CPS serotipo 3 de los controles y de 
los distintos grupos de mutantes espontáneos no capsulados. Como se puede ob-
servar en la figura 19 todos los mutantes analizados producen menos polisacárido 
que la cepa M23, aunque hay tres grupos de mutantes (los de los grupos b, d y g) 
cuya producción de polisacárido capsular es mayor que la del resto (a excepción de 
la cepa M23). Los mutantes del grupo b tienen la mutación justo antes del promotor 
(cap3p) del operón capsular y los del grupo g poseen una duplicación de los dos 
genes esenciales de dicho operón (Tabla 13); ambos grupos de mutantes forman 
poco biofilm al igual que la cepa parental M23 (Fig. 18) produciendo menos del 50% 
del CPS de esta cepa (Figs. 19 y 20). En el caso del grupo b, ello podría deberse a 
un defecto en la unión de la ARN polimerasa al promotor, que ocasionaría una re-
ducción en la transcripción del operón cap3. Por su parte, el caso del grupo g podría 
deberse a que el ARN que se transcribe tendría una longitud mayor y podrían existir 
problemas de traducción. Se puede afirmar, que estos dos grupos de mutantes po-
seen un fenotipo de capsulados intermedios.  
El grupo d sólo posee un representante, tiene fenotipo no capsulado y no forma 
biofilm aunque produce sólo un 10% de CPS respecto a la cepa parental (Figs. 15, 
19 y 20). Se secuenció el operón capsular, comprobándose que sólo posee la mu-
tación ya descrita, la cual produce el cambio de un aminoácido (Thr83 por Ile). Para 
desechar la posibilidad de que pudiera haber otra mutación adicional fuera del ope-
rón capsular que estuviera afectando a la formación de biofilm, se transformó la ce-
pa M23 con un fragmento de PCR de 1165 pb que contenía la mutación en el ope-
rón capsular de este grupo d. Se analizó la formación de biofilm y la producción de 
CPS 3 de tres transformantes independientes y no se observaron diferencias signi-
ficativas entre los transformantes y la cepa original del grupo d (mutante Cap3-17). 
Para comprobar si la explicación de los resultados obtenidos en la cuantificación 




ción de las fases de cultivo, se cuantificó la liberación de CPS en distintos puntos de 
la curva de crecimiento pero no se obtuvieron diferencias significativas entre los dis-
tintos grupos de mutantes y los controles.  
2.1.5. Cultivos mixtos de cepas con y sin cápsula y formación de biofilm 
Para comprobar si los mutantes no capsulados pueden promover la formación de 
biofilm de cepas capsuladas, se realizaron ensayos de formación de biofilm con 
cultivos mixtos, en proporción 1:1, de M23 y un transformante resistente a optoqui-
na de M24 (cepa M24Opt) (Tabla 3). Se realizaron cuatro ensayos independientes, 
cada uno de ellos por triplicado, y se cuantificó cada ensayo mediante recuento de 







Figura 19. Cuantificación del CPS de tipo 3 de las cepas control M23 y M24 (con y sin cápsula, respecti-
vamente) y de los mutantes no capsulados de un biofilm de M23. En la parte inferior se muestran los re-



































Los porcentajes de formación de bio-
apsulada M24 y la capsu-
amente, 210 ± 18 μg de CPS 







Figura 21. Capacidad de formación de biofilm de la cepa capsulada y no capsulada de S. pneumoniae y 
aparición de mutantes espontáneos no capsulados. Se indica el número de UFC de la cepa M23 (capsu-
lada tipo 3), de la cepa M24Opt (no capsulada resistente a optoquina) y de un cultivo mixto (1:1) de am-
bas cepas en los correspondientes biofilmes. Se inocularon, aproximadamente, 4.5  106 UFC por poci-
llo. La barra anaranjada corresponde a la cepa M23, la punteada a los mutantes espontáneos no capsu-










Figura 20. Ensayo de formación de biofilm y producción de CPS. 
film y de producción de CPS fueron normalizados con respecto a la cepa no c
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Como se muestra en la figura 21, la capacidad de formación de biofilm de la cepa 
capsulada M23 no se incrementó en el cultivo mixto (1:1). En cambio, el biofilm for-
mado por el mutante no capsulado M24Opt contenía 10 veces más células cuando 
se inoculó sólo que en cultivo mixto, indicando que existe una competición entre 
ambas cepas. La cepa capsulada podría estar impidiendo el acceso al fondo del 
pocillo, a la cepa no capsulada, debido a la diferencia de volumen que existe entre 
la cepa capsulada y la no capsulada. Una cepa no capsulada de S. pneumoniae 
posee un volumen 1/8–1/10 veces inferior al de una cepa capsulada (Shaffer et al., 
1936; Wood y Smith, 1949). Al inocular la mitad del número de células de la cepa 
no capsulada, en el cultivo mixto se ve disminuida 10 veces la capacidad de forma-
ción de biofilm comparado con un cultivo puro de la misma, debido a la obstaculiza-
ción de la cepa capsulada para poder adherirse a la superficie. 
2.1.6. Caracterización funcional de los mutantes en el promotor del operón cap-
sular de neumococo serotipo 3 (cap3p)  
Entre los mutantes caracterizados existen dos grupos (a y b) que poseen mutacio-
nes en cap3p y ambos producen menos CPS. Con el objetivo de determinar si tales 
mutaciones alteraban la transcripción del locus capsular, se utilizaron una serie de 
derivados del plásmido pLSE4 (Díaz y García, 1990) que contienen los diferentes 
promotores cap3p y que se introdujeron por transformación en la cepa M31 de S. 
pneumoniae (fenotipo no capsulado y ∆lytA) así como en E. coli C600. También se 
usó el plásmido pPP2 (bgaA::tetM-lacZ) (Halfmann et al., 2007a) como vector para 
clonar los promotores controles y mutados introduciendo estos derivados en la cepa 
de neumococo R6 (no capsulada y lytA+) (Tabla 3). 
Los transformantes M31 que llevan los plásmidos pLSP1, pLSE4_a y pLSE4_b 
se autolisan en fase estacionaria a diferencia de la cepa que lleva el plásmido 
pLSE4 que carece de promotor para la síntesis de la enzima lítica LytA. Como se 
puede ver en la figura 22, la autolisis de los mutantes del grupo b es más rápida que 
la de los mutantes del grupo a, lo que indica que los mutantes del grupo b poseen 
una mayor actividad promotora que los del grupo a. Se comprobó la actividad pro-
motora de pLSE4 y sus derivados, mediante el análisis de la actividad enzimática 
de la NAM-amidasa LytA en extractos celulares obtenidos por sonicación, o de la 
actividad β-galactosidasa (Tabla 14). Estos resultados confirman claramente que la 




Lacks y cols. (1986) demostraron que el número de copias de los plásmidos deri-
vados de pLS1 (como en el caso de pLSE4) es, aproximadamente, de 25 copias en 
E. coli y de 4 copias en S. pneumoniae. Este hecho podría explicar las diferencias 
que se observan en la actividad NAM-amidasa en los derivados de E. coli y S. 
pneumoniae. También se ha sugerido que, debido al alto contenido en A+T de su 
genoma, muchas secuencias de S. pneumoniae pueden funcionar como promotoras 
en E. coli (Dillard y Yother, 1991). Ello corroboraría los resultados obtenidos ya que 
la actividad NAM-amidasa en los extractos sonicados de E. coli C600 (pLSP1) (al-
rededor de un 30% respecto a la cepa E. coli C600 (pLSE4_b) es sustancialmente 
mayor que la observada en neumococo (10% con respecto a la cepa que contiene 
el plásmido pLSE4_b) mientras que estas diferencias no las encontramos cuando 




 M31 (∆lytA) y los transformantes obtenidos 






Figura 22. Curvas de crecimiento y lisis de S. pneumoniae
 de mutantes) y 
pLSE4_b (cuadrados, grupo b de mutantes). El ensayo se monitorizó por nefelometría (N). 1 N = 2  106 
UFC ml–1. 
 
Se realizaron intentos repetidos para clonar cap3pM23 (el promotor silvestre del 
cluster capsular de tipo 3), empleando el gen lytA como reportero, en un plásmido 
de S. pneumoniae M31 o E. coli C600 pero siempre se obtenían transformantes con 
mutaciones en el promotor iguales a las ya descritas en esta Memoria (cap3p13, 



























cap3p20 o cap3pLSP1). Ello podría deberse a una fuerte actividad promotora del pro-
motor salvaje y a que tanta actividad NAM-amidasa fuese letal para la bacteria. Pa-
ra resolver este problema, se decidió evaluar la actividad promotora usando el sis-
tema pPP2 (Halfmann et al., 2007a) que contiene el gen lacZ de E. coli como repor-
tero y permite la fusión del promotor a estudiar con el gen lacZ; dicha fusión se inte-
gra en el locus bgaA de neumococo, obteniéndose así una integración estable en el 
genoma. Se determinó la actividad β-galactosidasa de los derivados de S. pneumo-
niae R6 conteniendo las distintas fusiones cap3p-lacZ (Tabla 14). La cepa 
R6_ppLSP1 (véase Tabla 3) poseía sólo un 0.3% de actividad promotora con respecto 
al promotor salvaje, indicando que la deleción de un nucleótido en el espaciador 
provoca una pérdida importante de actividad promotora. La mutación que tiene el 
grupo a de mutantes también produce una disminución considerable de la fuerza 
del promotor. En cambio, la actividad promotora del grupo b se mantiene en más de 
un 80% con respecto al promotor salvaje, sugiriendo que el cambio C→T en la po-
sición localizada inmediatamente en posición 5’ de la caja –35, no afecta considera-
blemente a la actividad promotora. Estos resultados se ajustan a los obtenidos en la 
producción del CPS (Figs. 19 y 20) y a los tamaños de las colonias (Fig. 15). Así, el 
grupo a de mutantes tiene poca actividad promotora, sintetiza poco CPS (5% res-
pecto a la cepa M23) y forma colonias pequeñas (0.25 mm de diámetro) mientras 
que el grupo b de mutantes posee una mayor actividad promotora, produce mayor 
cantidad de CPS (40% con respecto a la cepa M23) y el diámetro medio de sus co-
lonias es de 0.6 mm. También los resultados obtenidos de la actividad promotora a 
través del análisis de la actividad NAM-amidasa o β-galactosidasa confirmaron los 
resultados observados con las curvas de crecimiento y lisis (Fig. 22 y Tabla 14). 
2.2. Formación de biofilmes por neumococos del serogrupo 19 
Como ya se comentó en la Introducción de esta Memoria, la utilización cada vez 
más amplia, desde el año 2000, de la PCV7 en la población infantil ha dado lugar a 
una notable disminución del número de casos de otitis media aguda e IPD produci-
dos por neumococos de los serotipos incluidos en la vacuna (Nuorti et al., 2010) y, 
de manera simultánea, a un incremento de los casos producidos por neumococos 
de serotipos no incluidos en la misma. En particular, los casos de IPD producidos 
por neumococos no susceptibles a la penicilina de serotipos no incluidos en la 
PCV7 se han incrementado y la mayoría de infecciones resistentes están causadas 
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en la actualidad por neumococos de serotipo 19A tanto en España como en el resto 
de países que han autorizado el uso de la PCV7 (Liñares et al., 2010). Además de 
estos datos epidemiológicos, en el ámbito de los objetivos planteados en esta Me-
moria, es muy importante resaltar el hecho de que los neumococos de serotipo 19A 
han llegado a ser los más prevalentes como colonizadores de la nasofaringe infantil 
(Cohen et al., 2010; van Gils et al. 2010; Hanage et al. 2011; Spijkerman et al., 
2011). Además, experimentos recientes llevados a cabo en un modelo experimental 
de otitis media en chinchillas empleando neumococos del mismo secuencitipo 
(ST199) pero de diferentes serotipos (15B, 15C, o 19A), han revelado que los neu-
mococos con CPS de serotipo 19A colonizan más rápidamente la nasofaringe que 
los de los otros serotipos (Laufer et al., 2010). El serotipo 19A es uno de los cuatro 
que integran el serogrupo 19 (19F, 19A, 19B y 19C) (Fig. 23A) y los genes respon-
sables de su síntesis han sido secuenciados (Morona et al. 1997a, b; Morona et al. 
1999a, b; Bentley et al. 2006; Aanensen et al. 2007; Mavroidi et al. 2007) (Fig. 23B). 
Los neumococos de los serotipos 19B y 19C son muy poco frecuentes en aislados 
clínicos (van Dam et al., 1990; Nielsen y Henrichsen, 1992; Morona et al., 1999b). 
 
Tabla 14. Evaluación de la actividad promotora por determinación de la actividad NAM-amidasa de ex-
tractos celulares o por el sistema pPP2 
Receptor Plásmido 
Actividad NAM-
amidasa (%)a Actividad β-galactosidasa 
(%)b 
S. pneumoniae M31    
 pLSE4 0 NAc 
 pLSP1 60 ± 5 (11) NA 
 pLSE4_a 169 ± 16 (31.1) NA 
 pLSE4_b 544 ± 48 (100) NA 
E. coli C600    
 pLSE4 0 NA 
 pLSP1 922 ± 11 (33.2) NA 
 pLSE4_a 933 ± 10 (33.6) NA 
 pLSE4_b 2777 ± 25 (100) NA 
S. pneumoniae R6    
 pPP2 NA 0.7 ± 0.3 
 pPP2_P1 NA 29 ± 3.3 (0.3) 
 pPP2_a NA 599 ± 27.6 (5.6) 
 pPP2_b NA 8929 ± 232.5 (82.9) 
 pPP2_M23 NA 10773 ± 391.3 (100) 
Cada valor corresponde a la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. 
a En Unidades mg–1 de proteína. 
b En nmol de nitrofenol liberado min–1 mg–1 de proteína. 






Figura 23. Unidades repetidas de los CPS serotipos 19F, 19A, 19B y 19C y organización de los respectivos 
clusters capsulares de neumococo. A. El trisacárido común se muestra enmarcado. Nótese que la diferencia 
entre los serotipos 19F y 19A radica en la existencia de un enlace 1→2 o 1→3 entre Glc y Rha en 19F y 19A 
respectivamente. f, furanosa; D-Glc, glucose; D-ManNAc, N-acetilmanosamina; p, piranosa; P, fosfato; L-Rha, 
ramnosa; D-Rib, ribosa. Modificado de (Morona et al. 1999b; Kamerling, 2000). B. Los genes capsulares se en-
cuentran situados entre los genes dexB y aliA en el genoma de neumococo. Los genes que poseen más de 
90% de identidad se representan por flechas del mismo color y sombreado. Para nombrar los genes se han uti-
lizado la nomenclatura clásica (Bernheimer y Wermundsen, 1972) y la propuesta por Reeves y cols. (1996). 


































19F              →2)--L-Rhap-(1→P→4)--D-ManpNAc-(1→4)--D-Glcp-(1→ 
 
19A              →3)--L-Rhap-(1→P→4)--D-ManpNAc-(1→4)--D-Glcp-(1→ 
 
19B   →4)--D-ManpNAc-(1→4)--L-Rhap-(1→P→4)--D-ManpNAc-(1→4)--D-Glcp-(1→ 
             3 
             ↑ 
             1 
  -D-Ribf-(1→4)--L-Rhap 
 
 
19C    -D-Glcp 
             1 
             ↓ 
             6 
   →4)--D-ManpNAc-(1→4)--L-Rhap-(1→P→4)--D-ManpNAc-(1→4)--D-Glcp-(1→ 
             3 
             ↑ 
             1 




(cps19f)A       B    C  D     E       F    G    H      I         J         K      L   M    N     O
(cps19a)A       B    C  D     E       F    G    H       I      J        K     L   M     N    O     
dexB aliA Tipo 19A
(cps19b)A        B    C  D     E       F G   H      P        I       Q            R          J       K    L M   N  O
dexB aliA Tipo 19B
(cps19c)A        B   C   D      E      F    G   H      P        I     Q             R J     K        S      L   M     N    O
dexB aliA Tipo 19C




Síntesis de dTDP-Rha (rml)
Síntesis de UDP-ManNAc (mnaA)
Flipasa (wzx)
Polimerasa (wzy)



















































Figura 24. Formación relativa de biofilm de la cepa no capsulada M11 y las cepas capsuladas de seroti-
pos 19F (A) (excepto P015, serotipo 23F), 19A (B) y 19B y 19C (C). Los transformantes capsulados de 
































































































































































































































Sobre la base de los resultados mencionados en el párrafo anterior, nos propu-
simos investigar si el CPS de serotipo 19A posee alguna característica peculiar que 
pudiera explicar su elevada capacidad de colonización. Para ello, se utilizaron 4 ce-
pas clínicas de serotipo 19A y seis de serotipo 19F [incluyendo la cepa G54 ya en-
sayada anteriormente (Moscoso et al., 2006)] y, como controles, la cepa M11 no 
capsulada y tres transformantes de ésta expresando la cápsula de serotipo 19F 
(P015, P191 y P192) o la 19A (P181) (Fig. 24). Como ya se ha mencionado repeti-
damente, en trabajos anteriores se había descrito que, con independencia del sero-
tipo, las cepas capsuladas de S. pneumoniae forman menos biofilm (aproximada-
mente, un 20%) que las no capsuladas (Moscoso et al., 2006; Muñoz-Elías et al., 
2008). En particular, a la vista de los resultados obtenidos en esta Tesis, resultaba 
destacable el hecho de que la cepa G54 de serotipo 19F era capaz de formar, 
aproximadamente, un 40% del biofilm formado por M11 (Moscoso et al., 2006). Este 
dato ha sido confirmado en esta Tesis (Fig. 24). Igualmente, la cepa SSISP/19F 
forma biofilm en una cantidad similar. Sin embargo, las otras cuatro cepas del sero-
tipo 19F fueron buenos formadores de biofilm al igual que los transformantes P191 
y P192 (Fig. 24). Por otra parte, pudimos confirmar que el transformante P015, ori-
ginalmente atribuido al serotipo 19F (Moscoso et al., 2006), formaba muy poco bio-
film. Sin embargo, en un análisis posterior de esta cepa pudimos comprobar que, en 
realidad, la cepa P015 expresa un CPS de tipo 23F, y no 19F como se había dicho 
(Moscoso et al., 2006). Además, se construyó un mutante binario (cepa P194 que 
expresa dos CPS simultáneamente; en este caso, serotipos 19F y 37) (Tabla 3) ob-
servándose que formaba menos biofilm que las cepas clínicas 19F e, incluso, que 
su cepa parental P192, también del mismo serotipo 19F (Fig. 24). 
Viendo que los serotipos 19A y 19F formaban un buen biofilm, independiente-
mente de la procedencia de la cepa, ampliamos el estudio con aislados de los sero-
tipos 19B y 19C y sus transformantes P182 (19B) y P184 (19C) en la cepa de S. 
pneumoniae M11 (Tabla 3). Los serotipos 19B y 19C se comportaron como otros 
serotipos capsulares de S. pneumoniae, donde la cápsula impide o dificulta la for-




3. LA MATRIZ EXTRACELULAR DE LOS BIOFILMES DE S. PNEUMONIAE 
En un estudio previo, Moscoso y cols. (2006) mostraron unas imágenes de LTSEM 
en las que se podían observar algunos finos filamentos uniendo las células de neu-
mococo en el biofilm. La obtención de nuevas imágenes durante el desarrollo de es-
ta Tesis ha permitido poner de relieve la existencia de numerosas fibras que forman 
estructuras reticulares y que unen a los neumococos entre sí, lo que constituye una 
evidencia clara de la existencia de una matriz extracelular en los biofilmes de S. 
pneumoniae (Fig. 25). 
3.1. Componentes de la matriz 
En trabajos anteriores realizados en el laboratorio se analizó la presencia de ADN y 
proteínas en la matriz del biofilm neumocócico, mediante el tratamiento con DNasa I 
o enzimas proteolíticas (tripsina o proteinasa K), pudiéndose demostrar que ambos 
tipos de macromoléculas se encuentran formando parte de las EPS que constituyen 
la matriz y que son importantes tanto para la formación del biofilm como para su 
mantenimiento (Moscoso et al., 2006). Nosotros nos hemos planteado usar nuevas 
herramientas experimentales para poder ampliar dichos estudios previos así como 
para tratar de identificar componentes adicionales de la matriz del biofilm neumocó-
cico. 
3.1.1. Ácidos nucleicos 
Como ya queda dicho, al comenzar este trabajo ya se sabía que el ADN extracelu-
lar (ADN-e) era uno de los componentes de la matriz del biofilm neumocócico pero 
no se había conseguido visualizarlo ya que la mayoría de los fluorocromos que se 
usan en microscopía confocal para teñir el ADN son capaces de penetrar en la bac-
teria viva y, por consiguiente, no permiten diferenciar el ADN del interior celular del 
ADN-e. Por otra parte, otros fluorocromos como el bromuro de etidio y el yoduro de 
propidio, que no son capaces de penetrar más que en las bacterias con la membra-
na dañada (presumiblemente no viables), requieren, para poder visualizar el ADN-e, 




difícil obtener imágenes de buena calidad (Allesen-Holm et al., 2006). Por el contra-







Figura 25. Imágenes de LTSEM mostrando el componente fibrilar de la matriz de un biofilm de la cepa 
R6 de neumococo formado sobre un cubreobjetos de vidrio. Las fotografías de la parte inferior corres-
ponden a detalles aumentados de las regiones enmarcadas en la parte superior. Los cristales de hielo 
formados durante la criofijación, empujan a los solutos del medio que forman láminas eutécticas entre los 
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ralmente similar al anaranjado de acridina, no penetra en las bacterias, es fácil de-
tectar (Allesen-Holm et al., 2006, Dominiak et al., 2011) y, por consiguiente, resulta-
ba idóneo para nuestro propósito. Como se muestra en la figura 26, el marcaje con 
DDAO permitió poner en evidencia la presencia de ADN-e sobre un fondo de fluo-
rescencia verde (bacterias vivas) o rojo (bacterias muertas) de las células del bio-
































Figura 26. Presencia de ADN-e en los biofilmes de S. pneumoniae R6. Reconstrucción  tridimensional 
horizontal (plano xy) y vertical (plano xz). Las células del biofilm se tiñeron con un kit de viabiliadad bac-
teriana: células vivas (SYTO9, fluorescencia en verde; panel A) y células muertas (yoduro de propidio, 
fluorescencia en rojo; panel B) y el ADN-e con DDAO (fluorescencia en azul; panel C). Los paneles D y E 
corresponden a la superposición del canal azul con el canal verde o rojo, respectivamente. Panel F, su-






base hasta la superficie del mismo (Fig. 26). Por el contrario, tinciones llevadas a 
cabo de manera paralela sobre cultivos planctónicos no mostraron evidencia alguna 
de ADN-e (datos no mostrados).  
En otra serie de experimentos se usó RNasa A para comprobar si en la matriz del 
biofilm neumocócico existe ARN extracelular (Fig. 27). Los resultados sugieren que 




y control sin enzima. Biofilm de 6 h a 34°C e incubación de 1 h a 37°C para el ensayo de disgregación. 
 
 
3.1.2. Proteínas de la matriz 
Como ya se dijo al comienzo de este capítulo, las proteínas extracelulares son im-
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Figura 28. Ensayo de inhibición del biofilm de S. pneumoniae R6 con 1 mM de BZA o PMSF y control sin 
tratamiento (0). Biofilm de 6 h a 34°C. P <0.01. 
cico. Para determinar si alguna de estas proteínas tenía actividad proteásica se uti-
lizaron dos inhibidores de serín proteasas, BZA y PMSF. Como se observa en la fi-
gura 28, la capacidad de la cepa R6 para formar biofilm disminuye sensiblemente 
(cerca del 50%) en presencia de uno u otro de los inhibidores sugiriendo que una o 
más serín-proteasas (diferentes de HtrA; véase apartado 1.2 de Resultados) son 
importantes para la formación del biofilm. Estos resultados contrastan con otros re-
cientes obtenidos en S. aureus donde la formación de un buen biofilm se acompaña 
de la inhibición de la actividad serín-proteásica extracelular (Martí et al., 2010).   
3.1.3. Complejos ADN-proteína 
Dada la evidencia de que el ADN-e y ciertas proteínas forman parte fundamental de 
la matriz del biofilm neumocócico, nos planteamos profundizar en este tema. Muy 
recientemente, se ha demostrado que, en S. aureus, la proteína denominada beta 
toxina (una esfingomielinasa) es secretada al medio (Huseby et al., 2007) y se une 


































monómeros de proteína se unen entre sí covalentemente y forman una matriz nu-
cleoproteica insoluble que promueve la formación de biofilmes tanto in vitro como in 
vivo (Huseby et al., 2010). Sería concebible que, en neumococo, alguna o algunas 
proteínas de superficie pudieran desempeñar un papel similar. Dada la larga expe-
riencia de nuestro laboratorio en la purificación de diversas CBPs, decidimos ensa-
yar la posibilidad de que alguna de ellas pudiera ser capaz de unirse a ADN utili-
zando para ello un ensayo de migración en geles de agarosa en el que, la posible 
unión del ADN a alguna proteína, debería alterar el patrón de migración de aquel 
llegando, incluso, a impedirla (García et al., 1983). Como control positivo de unión a 
ADN se utilizó lisozima de clara de huevo (HEWL) (Steinrauf et al., 1999) y, como 
control negativo, BSA. Entre las diversas CBPs utilizadas (Fig. 29), pudo observarse 
que LytC y, en mucha menor medida, LytB y CbpF fueron capaces de unirse al ADN 
utilizado en el experimento, esto es, al plásmido pGL30 (Tabla 5). A la vista de es-
tos resultados y del hecho de que LytC es una proteína abundante en el medio ex-
tracelular de los cultivos de neumococo (Eldholm et al., 2009), decidimos caracteri-
zar en mayor detalle algunas de las propiedades de la unión entre esta lisozima y el 
ADN. 
En primer lugar, analizamos si LytC muestra algún tipo de requerimiento o espe-
cificidad por el ADN. Para ello, en primer lugar, se utilizaron ADNs cromosómicos 
de diversas especies bacterianas que diferían grandemente en su contenido en 
G+C. En concreto, se utilizaron los ADNs de C. acetobutylicum (28–31%), S. pneu-
moniae (39%), A. calcoaceticus (39%), E. coli (47–50%), Azoarcus sp. (62–68%) y 
M. roseus (73%). A pesar de estas diferencias y de tratarse de ADNs cromosómicos 
(como contraposición a la forma superenrollada de pGL30 usada en el experimento 
anterior), no se observaron diferencias notables en la capacidad de unión de LytC 
(Fig. 30). Además, pudimos observar que LytC se une tanto a ADN bicatenario co-
mo monocatenario y confirmar que dicha unión no depende en gran medida del ta-
maño del mismo (Fig. 31). Además, la digestión del complejo LytC-ADN con protei-
nasa K permitió la recuperación del ADN en un estado aparentemente intacto. Co-
mo también se muestra en la figura 31, la unión del ADN y LytC parece depender 
de la presencia de Mg2+ dado que la adición de 10 mM EDTA (pero no de EGTA a 
la misma concentración) impedía la formación del complejo. En experimentos adi-
cionales pudimos determinar, además, que el EDTA, a una concentración final de 


















Figura 29. Unión de LytC, LytB y CbpF a pGL30. Las mezclas de las distintas proteínas indicadas (1 g) 
y pGL30 (40 ng) se incubaron en tampón Tris-HCl (10 mM; pH 7.0) durante 1 h a 37°C y se analizaron 
mediante electroforesis en un gel de agarosa (0.7%). Como CBPs no bacterianas se usaron las enzimas 
fágicas Cpl-1, Skl y Pal. También se utilizó la lisozima Cpl-7, que no es una CBP. LytAR6 y LytAST942 son 
dos alelos de LytA que difieren entre sí en cinco aminoácidos (Morales et al., 2010). Como controles, se 
















Figura 30. Unión de LytC a diferentes ADNs cromosómicos. Las mezclas de los distintos ADNs (0.1 g) 
y LytC (2.6 g) se incubaron y analizaron como se indica en la leyenda de la figura anterior. A_CIB, Azo-
arcus sp. CIB; Eco, E. coli; Aca, A. calcoaceticus; Spn, S. pneumoniae; Cac, C. acetobutylicum; Mro, M. 






Figura 31. Unión de LytC a diferentes tipos de ADN. El ADN de  digerido con HindIII (0.3 g) fue incu-
bado (+) o no (–) con LytC (8 g) de igual forma que en los experimentos anteriores. Después de la 
unión, una parte fue tratada con proteinasa K (100 g ml–1; 15 min, 37°C). En experimentos similares, pe-
ro con 1 g de LytC, se usaron la forma superenrollada de pGL30 (40 ng) o este mismo plásmido lineari-
zado con SalI, el plásmido pUC19 digerido con EcoRI (40 ng), la forma replicativa del ADN de X174 di-
gerida con HaeIII (160 ng; 4 g de LytC) o el ADN (monocatenario) de M13mp18 (40 ng). En este último 
caso, se incluye un experimento en el que la incubación de ADN y LytC tuvo lugar en presencia de 10 
mM EDTA. S, patrón de ADN de  digerido con BstEII. 
 
 
En la figura 32 se muestra una serie de experimentos dirigidos a determinar las 
condiciones óptimas para la formación del complejo ADN-LytC. Como resumen de 
todos los resultados obtenidos, se puede afirmar que, para obtener la máxima re-
tención del complejo en el pocillo del gel de agarosa, se requiere un pH 7.5, una 
proporción LytC:ADN de, aproximadamente 25 (en peso), un tiempo de incubación 
30 min y una temperatura de incubación de 37°C. La formación del complejo pare-
ce  requerir un contenido en  NaCl relativamente bajo  (20 mM) y no  parece verse  
afectada por la adición de cloruro de colina más allá del puro efecto salino (Fig. 33). 


























mación del complejo ADN-proteína, éste no se deshace por la adición de 1.5 M 






Figura 32. Unión de LytC y ADN en diferentes condiciones experimentales. En todos los experimentos 
se utilizaron 40 ng de pGL30. Cuando se analizó el efecto del pH, se añadió 1 g de LytC y la incubación 
tuvo lugar durante 1 h a 37°C en tampón Tris-HCl (10 mM) del pH indicado. Cuando se analizó el efecto 
de la temperatura, la incubación se llevó a cabo durante 1 h a la temperatura indicada en tampón Tris-
HCl (10 mM; pH 8.5). Para analizar el efecto de la concentración de proteína (1 h de incubación a 37°C) 
o el tiempo de incubación se utilizó tampón Tris-HCl a pH 7.0. C, control de pGL30 sin LytC añadida. S, 
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Figura 33. Unión de LytC y ADN en función de la fuerza iónica. El plásmido pGL30 (40 ng) fue incubado 
con LytC (1 g) en 10 mM Tris-HCl (pH 7.0) a 37°C durante 1 h con las adiciones indicadas. ChoCl, clo-




Puesto que CbpF ha sido identificado como un inhibidor de la actividad enzimáti-
ca de LytC (Molina et al., 2009) y, además, CbpF parece también unirse ligeramen-
te al ADN, se llevó a cabo un experimento de unión ADN-LytC en presencia de dife-
rentes cantidades de CbpF (Fig. 34). Se observó que CbpF es capaz de inhibir la 
formación del complejo LytC-ADN aunque, se pudo confirmar la existencia, ya seña-
lada anteriormente (Fig. 29), de un cierto grado de afinidad entre CbpF y el ADN. 
Los complejos LytC-ADN fueron observados al microscopio electrónico compro-

























Figura 34. CbpF inhibe la formación del complejo ADN-LytC. En cada experimento se usó pGL30 (40 
ng), LytC (1 g) y las cantidades correspondientes de CbpF (entre 0.5 y 2 g). La reacción de unión se 
realizó en tampón Tris-HCl (10 mM, pH 7.0) durante 1 h a 37°C. C, control de pGL30 sin adiciones. 
 
 
Figura 35. Formación de complejos LytC-ADN. A la izquierda se muestra el plásmido pGL30 en ausen-
cia de proteína mientras que a la derecha se observan acúmulos de proteína que engloban al ADN. Ba-


































Aunque la existencia de exopolisacáridos entre los componentes de las EPS de la 
matriz ha podido ser demostrada en la mayoría de los biofilmes estudiados, hasta el 
momento no hay ninguna evidencia de tales compuestos en el caso de neumococo. 
Con objeto de tratar de obtener información sobre la existencia o no de polisacári-
dos en los biofilmes de S. pneumoniae se utilizaron varias aproximaciones experi-
mentales complementarias.  
En primer lugar, se utilizó metaperyodato sódico (NaIO4) que es un compuesto 
oxidante que hidroliza los enlaces carbono-carbono cuando ambos átomos de car-
bono poseen un átomo de oxígeno, ya sea en forma de grupo hidroxilo o carbonilo. 
La oxidación tiene lugar tanto en polisacáridos como en glicoproteínas. Aunque cier-
tos azúcares son más susceptibles a la oxidación que otros, se sabe que, a   con-

















Figura 36. Ensayo de disgregación del biofilm de S. pneumoniae R6 con NaIO4. Biofilmes de 6 h a 34°C 
y disgregación de 2 h a 37°C. *P <0.05; ***P <0.001. 
 
 
de monosacáridos, incluyendo galactosa y glucosa (http://www.piercenet.com/ins-


















terminar la presencia de polisacáridos en las EPS de biofilmes formados por dife-
rentes especies bacterianas ya que si, un tratamiento del biofilm con este compues-
to produce la disgregación del mismo, es una buena indicación de la presencia de 
un polisacárido como componente de la matriz. Así, por ejemplo, experimentos de 
este tipo han detectado la existencia de polisacáridos en biofilmes de una variedad 
de microorganismos (Gawande et al., 2008), incluyendo E. coli (Wang et al., 2004), 
S. epidermidis  (Stevens et al., 2009), S. aureus (Seidl et al., 2008), pero no en Sta-
phylococcus lugdunensis (Frank y Patel, 2007).  
El NaIO4 fue capaz de disgregar el biofilm de neumococo, como se muestra en la 
figura 36. De hecho, hasta un 75% del biofilm neumocócico pudo ser eliminado 
después de un tratamiento de 2 h a 37°C con 40 mM de NaIO4, sugiriendo la exis-
tencia de algún tipo de componente polisacarídico en las EPS del biofilm. 
La dispersina B (DispB) es una glicósido hidrolasa producida por la bacteria oral 
Gram-negativa Aggregatibacter (anteriormente, Actinobacillus) actinomycetemcomi-
tans que degrada específicamente poli--1,6-GlcNAc (Ramasubbu et al., 2005, Ma-
nuel et al., 2007). Este polisacárido es conocido como PIA (polysaccharide interce-
llular adhesin) en Staphylococcus y PGA en E. coli y, entre especies, existen dife-
rencias tanto en el grado de desacetilación de los residuos de GlcNAc como en la 
presencia de sustituyentes O-acetilados. Se ha demostrado que esta enzima inhibe, 
disgrega, o ambos, los biofilmes de, entre otras bacterias, S. epidermidis y S. au-
reus (Izano et al., 2008), Actinobacillus pleuropneumoniae (Izano et al., 2007), E. 
coli (Itoh et al., 2005) y Bordetella (Parise et al., 2007). Usando como control positi-
vo la cepa 15981 de S. aureus, cuyo biofilm se disgregaba en un 85% por acción de 
DispB, se pudo determinar que, por el contrario, los biofilmes de neumococo no 
eran alterados por la acción de la enzima (datos no mostrados). Como comproba-
ción adicional, usamos un anticuerpo policlonal anti-PIA (Tabla 7) (Joyce et al., 
2003) y aunque mediante dot-blot, el suero anti-PIA fue capaz de reconocer el exo-
polisacárido en un biofilm de S. aureus 15981, no se obtuvo resultado positivo algu-
no en el caso de los biofilmes de neumococo. 
Además de las aproximaciones experimentales mencionadas más arriba, se utili-
zó CLSM para tratar de avanzar en el conocimiento de los polisacáridos de la matriz 
y la composición, siquiera parcial, de los mismos. Para ello, se utilizaron tanto el 
calcoflúor como diversas lectinas (proteínas que se unen específicamente a deter-
minados azúcares) (Tabla 7). El calcoflúor es un fluorocromo que se une específi-
camente a polisacáridos que contienen azúcares unidos por enlaces (1→3) y 
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(1→4), como la quitina o la celulosa (Harrington y Hageage, 2003, Plášek y Hoš-
ková, 2010). La quitina es un polisacárido compuesto por unidades de GlcNAc uni-
das por enlaces (1→4) mientras que la celulosa es un homopolisacárido de Glc 
que contiene desde varios cientos hasta varios miles de residuos de -Glc, unidos 
asimismo por enlaces (1→4). Como se muestra en la figura 37, el calcoflúor se 
unió efectivamente a la matriz del biofilm neumocócico, incluso en regiones caren-
tes de bacterias, indicando que el exopolisacárido de la matriz del biofilm de neu-
mococo podría contener β-glicanos. Además, el polisacárido al que se une el calco-
flúor se encuentra desde las capas más profundas del biofilm hasta las más superfi-
ciales, como puede observarse en las reconstrucciones tridimensionales verticales 
(Fig. 37, paneles F y G). Este ensayo también se realizó, en las mismas condicio-
nes, con un cultivo planctónico, no observándose fluorescencia alguna correspon-
diente al calcoflúor. Asimismo, se realizó un experimento de competición tiñendo los 
biofilmes con calcoflúor en presencia de un -polisacárido (pululano) o un -
polisacárido (celulosa) añadido externamente (25 mg ml–1), observándose que el 
fluorocromo sólo era capaz de unirse a las EPS del biofilm en el primero de los dos 
casos (Fig. 38). Este tipo de ensayo nos permite comprobar que el calcoflúor se une 
específicamente a -polisacáridos y corrobora que, en la matriz del biofilm de neu-
mococo, hay un exopolisacárido de esta naturaleza. 
Las lectinas son proteínas que se unen específicamente a un carbohidrato de 
forma reversible, sin alterar la estructura covalente de los ligandos glicosídicos re-
conocidos. Nosotros hemos usado cuatro lectinas diferentes: ConA, PNA, SBA, 
WGA (Sharon, 2007) conjugadas con diversos fluorocromos del tipo Alexa flúor 
(Tabla 7) para poder visualizarlas en el CLSM e identificar, de esta manera, los po-
sibles carbohidratos presentes en la matriz del biofilm de neumococo. Como se 
muestra en la figura 39, tanto SBA como WGA se unieron al biofilm de neumococo; 
ambas lectinas co-localizan con las bacterias pero, de manera similar a lo observa-
do para el calcoflúor, también se observaron zonas aparentemente libres de bacte-
rias en las que sí puede observarse marcaje con una, otra o ambas lectinas. La lec-
tina SBA se une a residuos de - y -GalNAc así como, en general, a residuos ga-
lactopiranosil mientras que WGA reconoce residuos de GlcNAc y ácido N-
acetilneuramínico (Neu5Ac). Ni PNA ni ConA, que reconocen, respectivamente, re-
siduos terminales de -galactosa y -manopiranosil/-glucopiranosil, se unieron a la 




la matriz del biofilm de neumococo hay residuos accesibles de - y/o -GalNAc así 
como de GlcNAc y/o Neu5Ac. 
 
 
Figura 37. Unión del calcoflúor al biofilm de S. pneumoniae P040. Reconstrucciones tridimensionales 
horizontales (plano xy). Las bacterias, que contienen el gen de la GFP clonado en un plásmido (Tabla 3), 
se visualizan en verde (A) y, en azul, la tinción con calcoflúor (B). En el panel C se muestra la superposi-
ción de ambas imágenes y, en D, una ampliación de la zona enmarcada con flechas señalando algunas 
zonas carentes de células pero teñidas con calcoflúor. Barra, 30 m. Paneles E, F y G, reconstrucciones 
tridimensionales verticales (plano xz). Al igual que en D, en el panel G también pueden observarse zonas 









































































Figura 38. Ensayo de unión y bloqueo del calcoflúor al biofilm de S. pneumoniae R6. Reconstrucciones
tridimensionales horizontales (plano xy). Las bacterias se tiñeron con el fluorocromo SYTO 59 y se visua-
lizaron con fluorescencia en rojo (paneles A, C y E) En azul, se muestra la tinción del polisacárido con el
calcoflúor sin tratamiento o en presencia de celulosa o pululano (paneles B, D y F, respectivamente). 























Figura 39. Unión de las lectinas SBA y WGA al biofilm de S. pneumoniae R6. Reconstrucciones tridi-
mensionales horizontales (plano xy). Panel A, células bacterianas teñidas con el fluorocromo SYTO 60. 
Panel B, tinción con la lectina SBA (aglutinina de soja) conjugada con Alexa flúor 488. Panel C, tinción 
con la lectina WGA (aglutinina de germen de trigo) conjugada con Alexa flúor 647. En D, se muestra el 
plano xy de la tinción conjunta de la bacteria y ambas lectinas. En la parte inferior (paneles E y F) se 
muestran detalles ampliados del panel D, zona E (panel E) y zona F (panel F). Con triángulos de color 
blanco o amarillo se indican, respectivamente, zonas de tinción con WGA (azul oscuro), o SBA (verde) y, 




A la vista de los resultados obtenidos, decidimos utilizar conjuntamente una com-
binación de WGA y calcoflúor en experimentos de CLSM. En la figura 40 se puede 
observar que en los biofilmes de neumococo existen zonas donde sólo se ve bacte-
ria marcada (en verde; SYTO 9), otras libres de bacterias donde sólo hay marcaje 
con el calcoflúor (en azul) o la lectina y, finalmente, otras regiones donde sólo se 
observa marcaje con la lectina (en rojo). Estos datos sugieren que la lectina WGA y 
el calcofúor se están uniendo a componentes diversos de la matriz del biofilm aun-
que, en ocasiones, varios de los marcajes pueden coincidir produciendo un color 
amarillo. Resulta interesante remarcar que, utilizando cultivos planctónicos, sólo se 






























muestra la especificidad de las lectinas y del calcoflúor por componentes polisacarí-
dicos de la matriz del biofilm. 
En la figura 40 y, a mayor aumento, en la figura 41 se puede observar cómo, 
además de envolver a las células bacterianas, el marcaje con lectinas, calcoflúor o 
ambos aparece en zonas donde no hay bacterias. Si nos fijamos en el plano xz (que 
nos indica el espesor del biofilm) de la figura 40, se puede apreciar cómo el marcaje 
con calcoflúor y WGA está presente en todo el espesor del biofilm de neumococo, 




















Figura 40. Ensayo de unión de la lectina WGA y el calcoflúor al biofilm de S. pneumoniae R6. Recons-
trucción tridimensional horizontal (plano xy) y vertical (plano xz). Se observan las bacterias teñidas con el 
fluorocromo SYTO 9 (verde), la unión de la lectina WGA conjugada con Alexa 647 (rojo) y del calcoflúor 


















Figura 41. Ensayo de unión de la lectina WGA y el calcoflúor al biofilm de S. pneumoniae R6. Recons-
trucción tridimensional horizontal (plano xy) con zoom 2. Las condiciones de marcaje fueron idénticas a 




Para corroborar la especificidad del reconocimiento por parte de las lectinas, se 
llevaron a cabo experimentos en los que los biofilmes fueron incubados con WGA o 
SBA en presencia de D-galactosa (25 mg ml
–1
) o GlcNAc (25 mg ml
–1
), respectiva-
mente. En estas condiciones, no se observó marcaje fluorescente de los biofilmes 
debido a la unión previa de la lectina al azúcar correspondiente (datos no mostra-
dos). 
Como complemento a la identificación de los azúcares presentes en las EPS 
mediante el uso de lectinas, decidimos utilizar enzimas hidrolíticas de polisacáridos 
para determinar su efecto sobre los biofilmes de S. pneumoniae. De las enzimas 
hidrolíticas probadas, la quitinasa es la que más disgregó el biofilm (90%) seguida 
de la hemicelulasa y la celulasa (≈80%) y, por último, la xilanasa, quitosanasa, dex-
tranasa y -amilasa (65%–37%) (Fig. 42). Hay que tener en cuenta que la hemice-
lulasa es un complejo enzimático que posee, entre otras, xilanasas y mananasas y, 
como se observa en la figura 42, usando únicamente la xilanasa sola se obtiene 
una disgregación del biofilm de hasta un 65%. Con otras enzimas hidrolíticas ensa-
yadas, como la alginato liasa que disgrega el biofilm de P. aeruginosa (Boyd y Cha-
krabarty, 1994), no se observó ninguna disgregación del biofilm de S. pneumoniae 
(dato no mostrado). La quitinasa o poli- -(1,4)-N-acetilglucosaminidasa (Felse y 
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Panda, 1999), es una enzima producida por las bacterias para digerir la quitina y así 
utilizarla como fuente de carbono y energía. La quitina es un polisacárido compues-
to de unidades de GlcNAc, unidas entre sí con enlaces -(1,4) de la misma forma 
que las unidades de glucosa componen la celulosa. Así, podría pensarse en la qui-
tina como en una celulosa con el grupo hidroxilo de cada monómero reemplazado 
por un grupo de acetilamina. Esto permite un incremento de los enlaces de hidróge-

















Figura 42. Ensayo de disgregación del biofilm de S. pneumoniae R6. Biofilm de 14 h a 34°C y disgrega-
ción de 1 h a 20°C ( -amilasa), 30°C (xilanasa), 37°C (dextranasa, quitosanasa, quitinasa y celulasa) y 
40°C (hemicelulasa). Salvo en el caso de la -amilasa, que fue ensayada en tampón Tris-HCl (50 mM, 
pH 7.0), el resto de las enzimas se ensayaron en tampón de citrato sódico (50 mM) ajustado a pH 4.6 
(xilanasa y hemicelulasa), 5.0 (quitosanasa y celulasa) o 6.0 (dextranasa y quitinasa). Una unidad (U) de 
enzima se define como la cantidad necesaria para liberar 1 μmol de azúcar min
–1
. En el caso de la hemi-
celulasa, 1 U se define como la cantidad de enzima que produce un cambio relativo de una unidad en la 
viscosidad de una solución de goma de algarrobo (2 mg ml
–1
) en un periodo de tiempo de 5 min (Institute 




Como se observa en la figura 43, la quitinasa y la quitosanasa muestran un claro 
efecto disgregador del biofilm neumocócico, siendo esta actividad aún más patente 
















































































































































































































zado para la quitosanasa), la mayoría de las bacterias mueren (se ven en rojo en la 
figura) pero la disgregación del biofilm no tiene lugar (Fig. 43B). 
Salvo en el caso de la -amilasa, que cataliza la endohidrólisis de enlaces 1,4--
D-glucosídicos en polisacáridos que contienen 3 o más enlaces -(1→4) que unen 
residuos de glucosa y la dextranasa, que sólo producen un efecto limitado sobre la 
integridad del biofilm, el resto de las enzimas que disgregaron eficazmente el biofilm 
neumocócico, catalizan la hidrólisis de enlaces β-(1→4), lo cual apoya los resulta-


























Figura 43. Ensayo de disgregación del biofilm de S. pneumoniae R6. Biofilmes de 6 h a 34°C y disgre-
gación de 1 h a 30°C con 1 U de quitosanasa (panel C) o 0.1 U de quitinasa (panel D). Panel A, control 
sin tratamiento.  Panel B, biofilm control incubado a pH 5.0 (tampón citrato sódico, 50 mM). Reconstruc-
ción tridimensional horizontal (plano xy) y vertical (plano xz). Visualizamos las células bacterianas teñi-
das con el kit de viabilidad: bacterias viables (fluorescencia en verde) y bacterias no viables (fluorescen-
cia en rojo). Barra 30 μm. 
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3.2. Búsqueda de genes implicados en la síntesis o degradación del exopoli-
sacárido de la matriz del biofilm 
3.2.1. Búsqueda de genes implicados en la síntesis del EPS 
La base de datos CAZy (Carbohydrate Active enZYmes) contiene un listado de fa-
milias de módulos catalíticos y de unión a carbohidratos (dominios funcionales) de 
enzimas que degradan, modifican o crean enlaces glicosídicos (http://www.cazy.org/ 
Home.html) (Cantarel et al., 2009). En concreto, CAZy incluye 5 familias de proteí-
nas entre las cuales hay 4 familias enzimáticas [glicósido hidrolasas (GHs), glicosil-
transferasas (GTs), polisacárido liasas (PLs), carbohidrato esterasas (CEs)] y una 
de módulos de unión a carbohidratos (CaBMs). Las GHs (EC 3.2.1.-), también de-
nominadas glicosidasas y glicosil hidrolasas, catalizan la hidrólisis del enlace glico-
sídico entre dos o más azúcares o entre un azúcar y otra parte de la molécula no 
glicosídica. Las GTs (EC 2.4.x.y) catalizan la transferencia de la parte glicosídica de 
moléculas donadoras activadas a moléculas aceptoras específicas, formando enla-
ces glicosídicos. Las PLs (EC 4.2.2.-) rompen polisacáridos que contienen ácidos 
urónicos mediante un mecanismo de -eliminación generando un residuo de ácido 
hexenurónico insaturado y un nuevo extremo reductor. Por su parte, las CEs catali-
zan la O- o N-desacetilación de azúcares sustituidos. Los CaBMs se definen como 
secuencias contiguas de aminoácidos de una enzima de las antes mencionadas, 
que poseen un plegamiento particular con capacidad de unirse a carbohidratos. 
Utilizando la información incluida en la base de datos CAZy sabemos que, la ce-
pa D39 de neumococo contiene, al menos, 72 genes (o fragmentos de los mismos) 
que podrían codificar proteínas con actividad sobre azúcares, aunque la función de 
muchas  de ellas no ha sido confirmada experimentalmente. En la Tabla 15, se de-
tallan 61 de estos genes, su equivalencia entre las cepas R6, D39 y TIGR4, la fami-
lia a la que pertenecen las proteínas correspondientes y los datos correspondientes 






















0057 0063 (StrH) 0057 GH20 -N-acetilglucosaminidasa 
0059 0065 (BgaC) 0060 GH35 -galactosidasa C 
0091 0098 0102 GT2 – 
0096 0104 0107 CaBM50 Contiene un dominio LysM 
0135 0138 0133 GT4 – 
0136 0139 0136 GT2 – 
0244 0247 0265 GH1 – 
0247 0250 (SpuA) 0268 CaBM41, CaBM48, 
GH13 
Pululanasa  
0276 0277 (BglA-1) 0303 GH1 6-P--glucosidasa 
0284 0285 0312 GH31 – 
0286 0287 (HysA)a 0314 PL8 Hialuronato liasa (hialuronidasa) 
0292 0294 0322 GH88 Glucuronil hidrolasa 
0310 0311 (DexB) 0342 GH13 Glucán 1,6--glucosidasa 
0328 0335 (Eng)b 0368 CaBM32, GH101 Endo--N-acetilgalactosaminidasa 
0329 0336 (Pbp1A) 0369 GT51 PBP 1A 
0424 0427 (LacG-1) 0477 GH1 6-P--galactosidasa 
0440 0444 (EndoD) 0498 CaBM32, GH85 Endo--N-acetilglucosaminidasa 
0506 0503 (BglA-2) 0578 GH1 6-P--glucosidasa 
0539 0534 (EstA) 0614 CE1 Tributirina esterasa 
0565 0562 (BgaA) 0648 GH2 -galactosidasa A 
0604 0599 (MurG) 0689 GT28 UDP-GlcNAc–MurNAc (pentapéptido) piro-
fosforil-undecaprenol GlcNAc transferasa 
0785 0778 0882 CE1 – 
0867 0853 (LytB) 0965 GH73 Endo--N-acetilglucosaminidasa 
0890 0873 0987 GH25 – 
0930 0912 (PvaA) 1026 GH23 Pneumococcal vaccine antigen A 
0948 0927 (NplT) NA CaBM34, GH13 Neopululanasa 
0981 0960 (CpoA) 1075 GT4 galactosil-glucosil diacilglicerol sintasa 
0982 0961 1076 GT4 -monoglucosil diacilglicerol sintasa 
1025 1002 (PulA) 1128 CaBM4, CaBM48, 
GH13 
Pululanasa, tipo I 
1029 1005 (GlgB) 1121 CaBM48, GH13 enzima ramificante de 1,4--glucano 
1032 1008 (GlgA) 1124 GT5 Sintasa de glucógeno/almidón 
1069 1046 (LacG-2) 1184 GH1 6-P--galactosidasa 
1223 1199 1365 GT2 – 
1224 1200 1366 GT4 – 
1239 1215 (Amy) 1382 GH13 -amilasa 
1333 1309 (PgdA) 1479 CE4 Desacetilasa de GlcNAc del peptidoglicano 
1431 1403 (LytC) 1573 GH25 Lisozima 
1459 1431 1606 GT2 – 
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1498 1467 1654 GH95 – 
1531 1499 (NanB) 1687 CaBM40, GH33 Neuraminidasa B 
1536 1504 (NanA) 1693 CaBM40, GH33 Neuraminidasa A 
1538 1506 1695 CE7 Acetil xilán esterasa 
1568 1534 (ScrB) 1724 GH32 Sacarosa-6-P hidrolasa 
1617 1582 1795 GH32 Sacarosa-6-P hidrolasa 
1652 1617 1833 GHncc Proteína de superficie 
1698 1663 (TreC) 1883 GH13 , -fosfotrehalasa 
1709 1673 (GtfA) 1894 GH13 Sacarosa fosforilasa 
1713 1678 (Aga) 1898 GH36 -galactosidasa 
1823 1821 (Pbp2A) 2010 GT51 PBP 2A 
1833 1830 2021 GH1 – 
1867 1866 (NagG) 2056 CE9 GlcNAc-6-P desacetilasa 
1909 1925 (Pbp1B) 2099 GT51 PBP 1B 
1916 1932 (MalP) 2106 GT35 Maltodextrina fosforilasa 
1917 1933 (MalQ) 2107 GH77 4--glucanotransferasa 
1949 1969 2141 GH20 – 
1951 1971 2143 GH38 – 
1952 1972 2144 GH125 – 
1953 1973 2145 GH92 -1,2-manosidasa 
1954 1974 2146 GH29 – 
1965 1987 2159 CaBM47, GH98 Proteína relacionada con fucolectina 
1966 1988 2160 GH95 – 
a También denominada SpnHL (Yadav et al., 2009) y Hyal (Joshi et al., 2009). 
b  También denominada EngSpn (Koutsioulis et al., 2008) y SpGH101 (Willis et al., 2009). 
c Familia de GHs no especificada. 






Ante la imposibilidad de inactivar de manera sistemática todos los genes indica-
dos en la Tabla 15, se seleccionaron 9 de ellos a los que se añadieron dos genes 
más (spr0092 y spr1655). El gen spr0092 (también denominado capD) aparece 
anotado como responsable de la síntesis de una proteína posiblemente implicada 
en la síntesis de CPS de tipo 1 mientras que Spr1655 aparece anotada como una 
posible GT. Por otra parte, resulta interesante resaltar que, como se muestra en la 
figura 44, Spr0091 (385 aminoácidos) parece ser una proteína de membrana ya que 
posee tres dominios transmembranales predichos y muestra una identidad del 24% 
(similitud 49%; E = 10–14) con IcaA de S. aureus (412 aminoácidos) y del 26% (simi-
litud 41%; E = 10–13) con PgaC de E. coli (441 aminoácidos) que son las poli--1,6-




mes de estas bacterias (véase, apartado 3.1.4 de Resultados). Inmediatamente en 
posición 5’ de spr0091, se encuentra spr0092 (también denominado capD o aatA). 
El producto predicho de este gen es una proteína con cuatro potenciales dominios 
transmembrana que codificaría la enzima UDP-GlcNAc 4,6-deshidratasa que con-
vierte UDP-GlcNAc en UDP-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa, en la ruta de síntesis de 
UDP-2-acetamido-4-amino-2,4,6-tridesoxigalactosa, un precursor imprescindible en 
la biosíntesis tanto de los TAs y LTAs como del CPS de serotipo 1 de S. pneumo-










Figura 44. Alineamiento múltiple (ClustalW2) de las proteínas Ica de S. aureus, PgaC de E. coli y 
Spr0091 de S. pneumoniae R6.  Se indican los aminoácidos idénticos (*) y aquellos cambios que dan lu-
gar a residuos más (:) o menos (.) conservados entre las tres proteínas. Los guiones corresponden a 


















uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      --------------------MQFFN-------FLLFYPVFMSIYWIVGSI 23 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      MINRIVSFFILCLVLCIPLCVAYFHSGELMMRFVFFWPFFMSIMWIVGGV 50 
Spr0091                        -----------------------------------MSSKVSGFQDKNGKV 15 
                                                                  : . . .:    * : 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      YFYFTREIRYSLNK-KPDINVDELEGITFLLACYNESETIEDTLSNVLAL 72 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      YFWVYRERRWPWGENAPAPQLKDNPSISIIIPCFNEEKNVEETIHAALAQ 100 
Spr0091                        LKIMIEWWKEKFRRVVVTQNVES-LLVSIVISAYNEEKYLPGLIEDLKNQ 64 
                                  . .  :    .     ::..   :::::..:**.: :   :       
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      KY--EKKEIIIINDGSSDNTAELIYKIKENN-DFIFVDLQEN--RGKANA 117 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      RY--ENIEVIAVNDGSTDKTRAILDRMAAQIPHLRVIHLAQN--QGKAIA 146 
Spr0091                        TYPKEDIEILFINAMSTDGTTAIIQQFIKEDTEFNSIRLYNNPKKNQASG 114 
                                *  *. *:: :*  *:* *  :: ::  :  .:  : * :*  :.:* . 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      LNQGIKQASYDYVMCLDADTIVDQDAPYYMIENFKHDPKLGAVTGNPRIR 167 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      LKTGAAAAKSEYLVCIDGDALLDRDAAAYIVEPMLYNPRVGAVTGNPRIR 196 
Spr0091                        FNLGVKHSVGDLILKIDAHSKVTESFVMNNVAIIQQGEFVCGGPRPTIVE 164 
                               :: *   :  : :: :*..: : ..     :  :  .  : . .  . :. 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      NKSSILGKIQTIEYASLIGCIKRSQTLAGAVNTISGVFTLFKKSAVVDVG 217 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      TRSTLVGKIQVGEYSSIIGLIKRTQRIYGNVFTVSGVIAAFRRSALAEVG 246 
Spr0091                        GKGKWAETLHLVEENMFGSSIANYRNSSEDRYVSSIFHGMYKREVFQKVG 214 
                                :..   .::  *   : . * . :       . * .   :::... .** 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      YWDTDM-ITEDIAVSWKLHLRGYRIKYEPLAMCWMLVPETLGGLWKQRVR 266 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      YWSDDM-ITEDIDISWKLQLNQWTIFYEPRALCWILMPETLKGLWKQRLR 295 
Spr0091                        LVNEQLGRTEDNDIHYRIREHGYKIRYSPSILSYQYIRPTFKKMLHQKYS 264 
                                 . ::  ***  : :::: . : * *.*  :.:  :  *:  : :*:   
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      WAQGGHEVLLRDFFSTMKTKRFPLYILMFEQIISILWVYIVLLYLGYLFI 316 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      WAQGGAEVFLKNMTRLWRKENFRMWPLFFEYSLTTIWAFTCLVGFIIYAV 345 
Spr0091                        NG------LWIGLTSHVQFKCLSLFHYVPCLFVLSLVFSLALLPITFVFI 308 
                                .      :  .:    : : : ::  .    :  :     *: :    : 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      TANFLDYTFMTYSFSIFLLSSFTMTFINVIQFTVALFIDSRYEKKNMAGL 366 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      QLAGVPLNIELTHIAATHTAGILLCTLCLLQFIVSLMIENRYEHNLTSSL 395 
Spr0091                        TLLLGAYFLLLSLLTLLTLLKHKNGFLIVMPFLL-FSIHFAYGLGTIVGL 357 
                                       :    ::           : :: * : : *.  *      .* 
 
uniprot|Q9RQP9|ICAA_STAA8      IFVSWYPTVYWIINAAVVLVAFPKALKRKKGGYATWSSPDRGNTQR 412 
uniprot|Q8XAR5|PGAC_ECO57      FWIIWFPVIFWMLSLATTLVSFTRVMLMPKKQRARWVSPDRGILRG 441 
Spr0091                        IRG-----FKWKKEYKGTIIYLDKISQINKNML------------- 385 
                               :       . *  .   .:: : :     *                 
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Los resultados de los experimentos de mutagénesis en lo que respecta a la ca-
pacidad de formación de biofilm de los diferentes mutantes construidos se muestran 
en la Tabla 16. 
 
Tabla 16. Capacidad de formación de biofilmes por mutantes en enzimas relacionadas con azúcares 
Mutante Gen interrumpido Formación de biofilm (%)b 
P124 strH ↓ (79) 
P163 strH lytA ↓ (40) 
P186 spr0091 – 
P187 spr0092 (capD)a – 
P173 spr0135 – 
P180 spr0136 –  
P133 endoD ↓ (82) 
P144 bgaA ↓ (80) 
P164 bgaA lytA ↓ (60) 
P174 spr1223 ↓ (75) 
P175 spr1224 ↓ (75) 
P176 spr1459 ↓ (75) 
P178 spr1655a – 
P190 spr1223 spr1459 ↓ (70) 
a Genes no incluidos en la base de datos CAZy pero anotados como posiblemente implicados en la bio-
síntesis de polisacáridos en el genoma de R6. 
b –, sin efecto; ↓, disminución en la formación de biofilm. Entre paréntesis, se indica el porcentaje de for-
mación de biofilm con respecto a la cepa parental no mutada. 
 
 
Los mutantes de inserción en los genes spr0091 y spr0092 no tuvieron ninguna 
diferencia significativa con respecto a la cepa silvestre en cuanto a la formación de 
biofilm (Tabla 16). Se construyeron también unos mutantes que sobreexpresaban 
estos genes (P196 y P197), utilizando el plásmido pLSE4. Estos mutantes tampoco 
mostraron diferencias significativas en la formación de biofilm (datos no mostrados). 
El doble mutante strH lytA (P163) fue el que menor biofilm formó de todos los 
mutantes de inserción (40% respecto a la cepa parental). Los mutantes en la glico-
siltransferasas P174, P175, P176 y P190 mostraron una disminución en la capaci-
dad de formar biofilm similar entre ellos y también a algunos mutantes en las glico-





3.2.2. Degradación del EPS 
Con la idea inicial de identificar posibles enzimas neumocócicas capaces de de-
gradar el componente polisacarídico de la matriz extracelular del biofilm, realizamos 
ensayos de disgregación del biofilm utilizando tres enzimas de S. pneumoniae pro-
ducidas comercialmente: la neuraminidasa A (NanA; Spr1536), O-glicosidasa (Eng; 
Spr0328) y la endo-β-N-acetilglucosaminidasa D (EndoD; Spr0440) (Tabla 15). Es-
tas enzimas tienen en común su participación en la patogénesis de neumococo mo-
dificando receptores glicosídicos de las células de hospedador, facilitando así la ad-
herencia y la colonización neumocócica. Además, como se mostrará más adelante, 
se utilizó también una pululanasa (de Bacillus acidopullulyticus) y LytB, una CBP (N-
acetilglucosaminidasa; Tabla 15) responsable de la separación de las células hijas 
al final de la división celular (veáse, apartado 1.5 de la Introducción). 
NanA cataliza la liberación de residuos de ácido siálico terminales de glicoconju-
gados y está implicada en la colonización del hospedador en modelos animales de 
infección (Tong et al., 2000). De gran interés es la capacidad de NanA para modifi-
car residuos de la superficie celular de otras bacterias competidoras en la nasofa-
ringe como Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae (Shakhnovich et al., 
2002). Además, recientemente se ha demostrado que NanA está implicada en la 
formación del biofilm neumocócico (Parker et al., 2009). Eng es una O-glicosidasa 
(endo-α-N-acetilgalactosaminidasa) que corta residuos de galactosa 1-3-GalNAc de 
O-glicanos (oligosacáridos unidos por enlace O-glicosídico a Ser o Thr de una ca-
dena polipeptídica). Además, se ha demostrado que esta O-glicosidasa se requiere, 
junto con la neuraminidasa NanA, para que neumococo corte O-glicanos sialilados 
(Marion et al., 2009). EndoD hidroliza la estructura di-N-acetilquitobiosa de los oli-
gosacáridos unidos por enlace N-glicosídico a residuos de Asn (N-glicanos). Gene-
ralmente, este enzima que presenta un motivo LPXTG típico de proteínas de super-
ficie de bacterias Gram-positivas, actúa sobre los oligosacáridos complejos después 
de que NanA y Eng eliminen los azúcares terminales (Muramatsu et al., 2001). 
En nuestras condiciones experimentales, ninguna de las enzimas utilizadas dis-
gregó el biofilm neumocócico (datos no mostrados). Ello podría ser debido, tal vez, 
a las cantidades limitadas de enzima que pudieron ser utilizadas. 
Como ya se ha indicado previamente, neumococo posee una pululanasa (SpuA) 
(EC 3.2.1.41) (Tabla 15) que es capaz de degradar el glucógeno de las células epi-
teliales del pulmón (Lammerts van Bueren et al., 2007; 2011; Abbott et al., 2010). 
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Para estudiar el efecto que esta actividad enzimática podría tener sobre la matriz 
extracelular del biofilm neumocócico, se utilizó una pululanasa comercial y, como se 
puede observar en la figura 45, la pululanasa posee capacidad para disgregar y 
eliminar eficazmente el biofilm neumocócico.  
 
 
Figura 45. Ensayo de disgregación del biofilm de S. pneumoniae R6 con pululanasa de B. acidopullulyti-
cus (1 y 4 U) y control sin enzima. Biofilm de 6 h a 34°C y disgregación de 1 h a 37°C. 
 
 
Los mutantes lytB de S. pneumoniae, además de formar largas cadenas en un culti-
vo planctónico, presentan una menor capacidad para formar un biofilmes que la ce-
pa parental (Moscoso et al., 2006). Debido a ello, decidimos analizar en mayor deta-
lle el papel que podría desempeñar esta CBP en las etapas iniciales de formación 
de los biofilmes de neumococo.  En primer lugar, se realizaron ensayos de inhibi-
ción de la formación de biofilm con distintas cantidades de lytB (Fig. 46). La forma-
ción de biofilm fue claramente inhibida con 5 y 10 μg ml–1 de LytB pero el efecto de 
la enzima no parece ser bactericida ya que no se observó una mayor proporción de 
células muertas en el biofilm tratado que en el control (Fig. 47). También se realiza-
ron ensayos de disgregación del biofilm neumocócico con 5, 10 y 20 μg ml–1 de 
LytB y se comprobó que LytB no afecta al mantenimiento del biofilm ya formado 
(datos no mostrados). Por tanto, la proteína LytB parece ser importante en las eta-
pas de formación del biofilm neumocócico pero no en el mantenimiento del mismo 










































 Control 0.1 μg/ml 1 μg/ml 5 μg/ml 10 μg/mlControl             0.1                   1                    5                  10  
                 [LytB] (g ml–1) 
 
Figura 46. Ensayo de inhibición de formación de biofilm en S. pneumoniae R6 con distintas concentra-



















Figura 47. Ensayo de inhibición del biofilm de S. pneumoniae R6 con 10 μg ml–1 de LytB (Panel B) y el 
control sin tratamiento (Panel A). Biofilm de 6 h a 34°C. Reconstrucción tridimensional horizontal (plano 
xy) y vertical (plano xz). Visualizamos las células bacterianas teñidas con el kit de viabilidad: fluorescen-
cia en verde, bacterias viables y fluorescencia en rojo, bacterias no viables. Barra, 30 μm. 
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RESULTADOS 
En una serie de experimentos posteriores, se realizaron ensayos de formación de 
biofilm con un mutante lytB de S. pneumoniae (cepa R6B) que forma menos biofilm 
que la cepa silvestre S. pneumoniae R6 (Moscoso et al., 2006). Como se observa 
en la figura 48, S. pneumoniae R6B incrementa su formación de biofilm con aportes 
de 0.01 hasta 1 μg ml–1 de LytB. A bajas concentraciones de la enzima, el mutante 
lytB puede llegar a formar un biofilm similar al de la cepa silvestre (Fig. 48) pero, si 
la concentración de CBP supera 1 μg ml–1, se inhibe la formación de biofilm. Esto 
























Control 0.01 μg/ml 0.1 μg/ml 0.5 μg/ml 1 μg/ml 5 μg/ml 10 μg/ml 20 μg/ml
 
 
Figura 47. Ensayo de inhibición del biofilm de S. pneumoniae R6B con distintas cantidades de LytB y el 
control sin tratamiento. Biofilm de 6 h a 34°C.  
Control      0.01       0.1       0.5         1           5           10         20 












Figura 48. Ensayo de formación de biofilm en S. pneumoniae R6B (lytB) con 0.5 y 5 μg ml–1 de LytB (pa-
neles C y D, respectivamente) y el control sin tratamiento (panel B). Como control, se muestra un biofilm 
de S. pneumoniae R6 (panel A). Biofilm de 6 h a 34°C. Reconstrucción tridimensional horizontal (plano 




3.3. Extracción del exopolisacárido y análisis de carbohidratos 
 para el 
 que el 
acárido 
r el tipo 
nalizó el 
purifica-
 49. El 
 proteico fue mayor en la muestra de biofilm que en un cultivo planctónico 
(Tabla 17).  
 
 
                           Tabla 17. Contenido proteico de la fracción del exopolisacárido de la matriz del biofilm.  
Muestra Conce ntracióna (mg ml–1) 
Las proteínas extracelulares son importantes tanto para la formación como
mantenimiento del biofilm de S. pneumoniae (Moscoso et al., 2006). Puede
exopolisacárido del biofilm de neumococo no sea exclusivamente un polis
sino que esté unido a proteínas. Como primera aproximación para determina
de asociación del polisacárido extracelular a la estructura del biofilm se a
contenido proteico de las distintas fracciones obtenidas tras la extracción y 
ción del exopolisacárido, como se muestra esquemáticamente en la figura
contenido
 







a Se extrae el exopolisacárido de 1 litro de biofilm o de cultivo planctónico y se concentra la muestra mil 
ces para cuantificar por el método de Bradford (1976). 
b ND, no detectable. La sensibilidad del método es de 5 g ml–1de proteína. 
resencia 
 insolubles del biofilm, del planctónico de 
glucosa 
nctóni-
En cuanto a la estructura de los carbohidratos del exopolisacárido del biofilm de 
S. pneumoniae se obtuvo que tanto en la parte insoluble del biofilm (B1) como del 





El análisis de la composición de monosacáridos puso de manifiesto la p
de residuos de glucosa en las fracciones
ese biofilm y del cultivo planctónico (datos no mostrados). La cantidad de 
detectada fue cuatro veces más abundante en el biofilm que en el cultivo pla
co y el doble que en el planctónico del biofilm.   
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planctónico también aparece glucosa (1→4) pero en mucha menor abundan
50). En la fracción B1 se observó un pico adicional, identificado como gluc
(1→4) y posiblemente correspondiente a GlcNAc previa desacetilación. No 





ni en el  

























Figura 49. Esquema de la extracción y purificación del exopolisacárido de la matriz del biofilm neumocó-
cico de R6.  
Muestras:
Biofilm (B), Planctónico del biofilm (BP) y Planctónico (P)
(1 l de biofilm o de planctónico)
Tratamiento con NaOH 1 N 24 h a temperatura ambiente 
Centrifugación
Diálisis con membrana de 3.5 kDa
Congelación, liofilización y análisis
Sedimento:
fase insoluble en NaOH 1 N
B1, BP1 y P1
Sobrenadante:
fase soluble en NaOH 1 N
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Espectro de masas de (14)-glucosa 
























Figura 50.  Cromatogramas de las muestras insolubles en sosa del biofilm (B1), del planctónico del bio-
film (BP1) y del cultivo planctónico (P1) y los espectros de masas de las dos estructuras encontradas en 




En el cromatograma de la fracción insoluble del biofilm (B1) también se observan 
otros dos picos (tiempo de retención 10.170 min y 11.366 min) (Fig. 50), identifica-
dos como glucosa. Éstos son, muy probablemente, ramificaciones de la cadena 
principal de glucosa (1→4), ya que se observa otro pico con un tiempo de retención  
(6.381 min) que podría deberse a residuos terminales.  
La glucosa (1→4) y glucosamina (1→4) aparecen en las fracciones insolubles  en  
NaOH; esta notable insolubilidad del polisacárido extracelular en álcali sugiere la 
presencia de un -glucano (Kanetsuna y Carbonell, 1970). 
Todos estos resultados vuelven a confirmar los datos obtenidos anteriormente 




4. BIOFILMES DE S. PNEUMONIAE  Y SISTEMA INMUNE DEL HOSPEDADOR 
La colonización del tracto respiratorio superior por S. pneumoniae así como el desa-
rrollo posterior de la enfermedad (neumonía, sepsis y meningitis, entre otras mani-
festaciones) tienen lugar mediante el establecimiento de interacciones complejas 
entre la bacteria y el hospedador. Una de las características clave del crecimiento 
microbiano en forma de biofilmes es la tolerancia de estas comunidades a la terapia 
antibiótica y al ataque del sistema inmune del hospedador. La persistencia de bac-
terias en las infecciones crónicas se ha asociado a su capacidad de formar biofil-
mes, como ya se ha comentado en la Introducción; se cree que el establecimiento 
de éstos en los tejidos del hospedador conduce a la expresión de determinados fac-
tores relacionados con la eficacia biológica y de protección contra las defensas del 
hospedador. Por estas razones, el estudio del papel de los biofilmes en las interac-
ciones hospedador-patógeno tiene relevancia clínica. 
En el presente capítulo se estudió si S. pneumoniae desarrolla una capacidad in-
crementada para evadir el sistema inmune cuando se multiplica en forma de biofilm. 
Para ello, se analizó primeramente el depósito de C3b, que es un componente cen-
tral del sistema del complemento debido a que las tres vías de activación convergen 
en este factor. Posteriormente, se analizó el depósito de otros componentes, como 
el C1q y la proteína de fase aguda CRP, con el fin de estudiar la activación de la vía 
clásica así como la interacción con los reguladores negativos del complemento 
C4BP y fH. Por último se estudió la posible repercusión fisiológica de todo ello en la 
opsonofagocitosis, utilizando tanto biofilmes como cultivos planctónicos de neumo-
coco. 
4.1. Evasión del sistema de complemento por parte de los biofilmes neu-
mocócicos 
Para el análisis del depósito de las distintas moléculas del complemento se utilizó la 
citometría de flujo. En una primera fase, se comprobó que no existían diferencias 
significativas en la deposición de moléculas del complemento sobre la superficie 
bacteriana ya fuera utilizando biofilmes intactos o si éstos habían sido disgregados 




suspensión bacteriana es indistinguible de la de un cultivo planctónico, al microsco-












Figura 51. Microfotografía en contraste de fase de un cultivo planctónico y un biofilm disgregado de S. 
pneumoniae R6 antes de incubarlos con suero humano. 
  
 
4.1.1. Depósito de C3b 
 
Como se observa en la figura 52, entre un cultivo planctónico y un biofilm de neu-
mococo, existen diferencias significativas en el depósito de C3b, siendo un 60% 
menor en un biofilm que en un cultivo planctónico; esto indica que el biofilm evade 
el complemento de forma más eficiente que un cultivo planctónico. Estos resultados 
fueron corroborados mediante CLSM y microscopía de fluorescencia (Figs. 53 y 54), 
donde se observa una mayor unión de C3b-FITC (Tabla 7) al cultivo planctónico y 
cómo los anticuerpos recubren toda la superficie bacteriana en el cultivo planctónico 
mientras que no se localiza en todo el espesor del biofilm. Para determinar la espe-
cificidad de la unión de C3b-FITC, se llevaron a cabo ensayos control utilizando tan-
to suero inactivado como muestras no incubadas con suero y, en ningún caso, se 
observó unión de C3b-FITC a neumococo (datos no mostrados).    
El índice de fluorescencia refleja la proporción de bacterias fluorescentes multi-
plicada por la intensidad de la fluorescencia expresada como la media geométrica 
de la misma. Es un método que se ha utilizado ampliamente porque permite anali-
zar, no sólo el porcentaje de bacterias fluorescentes, sino también cuantificar la in-
   
Plancton   Biofilm    
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tensidad de la interacción con la molécula que se esté evaluando (Exley et al., 



































Figura 52. Depósito de C3b en S. pneumoniae R6. A. Porcentaje relativo del índice de fluorescencia. B. 
Histograma de citometría de flujo sobre cultivo planctónico o biofilm. La curva control muestra los resul-




































































































Figura 53. Depósito de C3b sobre un biofilm neumocócico. Imágenes de CLSM donde visualizamos en 
rojo a S. pneumoniae R6 (SYTO 59) y, en verde, el depósito de C3b (C3b-FITC) sobre el biofilm. La ima-























Figura 54. Depósito de C3b sobre un cultivo planctónico de S. pneumoniae R6. Imágenes de microsco-







4.1.2. Evasión de la vía clásica 
Una vez demostrado que el crecimiento de neumococo en forma de biofilm le permi-
te evadir eficazmente el complemento, nos propusimos profundizar en el mecanis-
mo de dicha evasión. Como ya se ha dicho en la Introducción (Apartados 1.2.1 y 
1.2.4), CRP se une a la fosforilcolina de la superficie de las células apoptóticas y de 
varias bacterias, incluyendo a neumococo. Mediante su unión a la superficie celular 
bacteriana, CRP es capaz de activar la vía clásica del complemento a través de 
C1q, lo que conduce a una fagocitosis posterior mucho más eficaz. Dado que la vía 
clásica es la más importante en neumococo, se procedió a analizar el depósito de 





























Figura 55. Depósito de C1q. A. Porcentaje relativo del índice de fluorescencia. B. Histograma de cito-
metría de flujo utilizando un cultivo planctónico o un biofilm de S. pneumoniae R6. La curva control mues-












































































































Figura 56. Depósito de CRP. A. Porcentaje relativo del índice de fluorescencia. B. Histograma de cito-
metría de flujo sobre cultivo planctónico o biofilm de S. pneumoniae R6. La curva control muestra los re-
sultados de la bacteria incubada sin suero. 
 
Los resultados obtenidos muestran que, cuando S. pneumoniae R6 se multiplica 
en forma de biofilm, la activación de la vía clásica se ve dificultada de manera signi-
ficativa reduciendo el reconocimiento de neumococo por CRP y el primer compo-
nente de la vía clásica, C1q. De este modo, la multiplicación de neumococo en for-
ma de biofilm, evade más eficazmente el sistema inmune del hospedador que 
cuando lo hace en forma planctónica, y explicaría los mayores niveles de C3b en-

































































4.1.3. Reclutamiento de reguladores 
Una vez comprobado que, cuando neumococo crece en forma de biofilm, se produ-
ce un bloqueo de la vía clásica del sistema del complemento (ya que existe un me-
nor depósito de C1q, CRP y C3b en la superficie de las bacterias que lo integran), 
se estudió si el biofilm neumocócico en comparación con un cultivo planctónico, es 
capaz de reclutar, de forma más eficaz, alguno o algunos de los reguladores negati-


































Figura 57. Depósito de Factor H. A. Porcentaje relativo del índice de fluorescencia. B. Histograma de ci-
tometría de flujo sobre cultivo planctónico y sobre biofilm de S. pneumoniae R6. La curva control muestra 




































































células del biofilm unen más fH que las de un cultivo planctónico (Fig. 57). Sin em-
bargo, no se encontraron diferencias significativas entre el depósito de C4BP sobre 
las células planctónicas y del biofilm (datos no mostrados). Estos resultados juntos 
con los obtenidos de los estudios de evasión del complemento, confirman que S. 
pneumoniae multiplicándose en forma de biofilm además de bloquear la vía clásica 
(Figs. 52, 55 y 56), también bloquea la vía alternativa (Fig. 57). 
Con el fin de analizar el papel de la proteína PspC en el reclutamiento de fH 
cuando S. pneumoniae se multiplica en forma de biofilm o cultivo planctónico, se es-















Figura 58. Depósito de Factor H sobre la cepa P064 (pspC) de S. pneumoniae. Histograma de citometría 
de flujo sobre cultivo planctónico y sobre biofilm de S. pneumoniae. La curva control muestra los resulta-
dos de la bacteria incubada sin suero. 
 
 
Los resultados mostrados en la figura 58 indican que el reclutamiento de fH es 
dependiente de la proteína PspC ya que, en el depósito de fH sobre un mutante 
pspC (cepa P064), no se observan diferencias significativas entre un cultivo 
planctónico y un biofilm, a diferencia de lo que sucede en la cepa parental pspC+ 






















Para evaluar la susceptibilidad de los biofilmes de neumococo a la opsonofagocito-
sis, se determinó la proporción de células de neumococo fagocitadas por neutrófilos 
polimorfonucleares humanos. Para ello, se utilizó la cepa P040 de neumococo (que 
expresa la GFP) opsonizada con suero humano y la línea celular humana HL-60 di-
ferenciada a granulocitos (Martinez et al., 1999). Experimentos preliminares demos-
traron que no existían diferencias significativas en la fagocitosis de las células de un 

























Figura 59. Opsonofagocitosis de un biofilm neumocócico. A. Porcentaje relativo del índice de fluores-
cencia. B. Histograma de citometría de flujo de un cultivo planctónico y un biofilm de S. pneumoniae 
P040. La curva control muestra los resultados de la bacteria incubada sin suero. En este ensayo, la pro-







































































































































































Sobre la base de los resultados obtenidos (Fig. 59), se puede afirmar que la fa-
gocitosis de las células planctónicas fue más eficiente que las de un biofilm, lo que 
sugiere que el crecimiento sésil de las bacterias contribuye a la evasión de la fago-








5. TERAPIA CONTRA LOS BIOFILMES DE S. pneumoniae Y OTRAS BACTERIAS 
Los biofilmes confieren protección y persistencia a las bacterias que los forman 
(Costerton et al., 1999) y ello, sumado al aumento de las resistencias frente a los 
antibióticos, ha creado la necesidad de investigar y, eventualmente, desarrollar 
nuevas estrategias para la prevención y eliminación de estos biofilmes. Con estas 
premisas, nos planteamos utilizar distintas hidrolasas de pared de S. pneumoniae 
(LytA, LytB y LytC), enzimas líticas de bacteriófagos de neumococo (Cpl-1, Cpl-7, 
Ejl y Pal) (Fig. 3) y otros compuestos como el xilitol y la N-acetil-L-cisteína (NAC), 
para inhibir o disgregar los biofilmes de neumococo. 
5.1. Estudio de la adición de xilitol al biofilm de S. pneumoniae 
El xilitol es un pentitol obtenido por reducción de la xilosa. Este compuesto, que las 
bacterias orales no son capaces de fermentar y que, por tanto, no es cariogénico, 
inhibe la multiplicación y el metabolismo así como la producción de polisacárido por 
Streptococcus mutans, el principal productor de caries (Matsui y Cvitkovitch, 2010). 
Además de inhibir la multiplicación, la reducción en la producción de polisacáridos 
extracelulares insolubles parece ser importante tanto para reducir la carga bacteria-
na como para controlar su transmisión de unos individuos a otros (Söderling, 2009). 
Además, el xilitol puede poseer utilidad terapéutica en la profilaxis de las otitis me-
dias agudas en niños aunque, al parecer, no es capaz de disminuir la carga bacte-
riana de neumococos en la nasofaringe (Danhauer et al., 2010).  
A la vista de los precedentes mencionados en el párrafo anterior, parecía intere-
sante ensayar si el xilitol era capaz de interferir con la formación del biofilm por par-
te de la cepa R6 de S. pneumoniae. Los datos mostrados en la figura 60A indicaron 
que, en efecto, se producía una reducción estadísticamente significativa en la for-
mación de biofilm a concentraciones ≥50 mg ml –1. Sin embargo, la adición de xilitol 
a un biofilm ya formado no produjo efecto apreciable alguno a concentraciones infe-






















Figura 60. Efecto del xilitol en los biofilmes de la cepa R6 de neumococo. A. Ensayo de inhibición del 
biofilm. El compuesto se añadió al cultivo inicial y se incubó durante 6 h a 34°C para permitir la formación 
del biofilm. B. El xilitol se añadió después de las 6 h de incubación a 34°C sobre el biofilm ya formado 
tras retirar el cultivo planctónico y se dejó actuar durante 2 h más a 37°C. *, P <0.05; ***, P <0.001. 
 
5.2. Efecto de la N-acetil-L-cisteína en los biofilmes 
De manera análoga a lo ya comentado para el xilitol, la NAC posee algunas propie-
dades que justifican el interés de su estudio usando biofilmes de neumococo. NAC, 
un antioxidante que rompe los puentes disulfuro presentes en el esputo, se emplea 
en el tratamiento de la bronquitis crónica, algunos tipos de cáncer y, además de ser 
de utilidad en los casos de envenenamiento por paracetamol, posee propiedades 
antibacterianas (Parry y Neu, 1977). Asimismo, se ha evidenciado que NAC posee 
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a disgregar biofilmes maduros (Olofsson et al., 2003). Por otra parte, Riise y colabo-
radores observaron que NAC reduce la adherencia de S. pneumoniae y Haemop-
hilus influenzae a células epiteliales de orofaringe in vitro (Riise et al., 2000). 
En las condiciones experimentales utilizadas en esta Memoria, NAC inhibió la 
formación de biofilm por la cepa R6 además de producir la destrucción de un biofilm 
ya formado, a concentraciones próximas a la MIC (4 mg ml–1) (del Prado et al., 
2010) (Fig. 61). De particular interés resulta el hecho de que, aunque la desintegra-
ción de los biofilmes por NAC (2.5 mg ml–1) no fue nunca superior al 60%, una gran 
proporción de las bacterias poseían una membrana dañada y, previsiblemente, no 
eran viables (Fig. 61C). Es importante resaltar asimismo que las concentraciones de 
NAC que produjeron inhibición de la formación de biofilm (o destrucción del mismo) 
en estos ensayos están próximas a las que teóricamente pueden alcanzarse en las 
secreciones orofaríngeas cuando se utilizan las dosis habituales del fármaco en 
humanos (Riise et al., 2000).  
5.3. Uso de enzimas líticas de neumococo y sus fagos contra los biofilmes de 
S. pneumoniae y otros SGM 
La terapia con enzimas líticas de la pared celular podría ser una posible y promete-
dora alternativa a los antibióticos actuales o, al menos, un valioso complemento pa-
ra un tratamiento más eficaz (Hermoso et al., 2007). La necesidad de su estudio ha 
surgido tanto por el continuo aumento de resistencias a los antibióticos (Maestro y 
Sanz, 2007) como por la mayor resistencia de los biofilmes a los mismos (Lewis, 
2008; Moscoso et al., 2009; Pratten y Ready, 2010; Domenech et al., 2011). Las 
enzimas líticas de pared, tanto la autolisina mayoritaria de neumococo (LytA) como 
las codificadas por dos de sus fagos (Pal y Cpl-1), han demostrado poseer una no-
table actividad bactericida sobre cultivos planctónicos tanto in vitro como in vivo 
(Loeffler et al., 2001; Jado et al., 2003; Djurkovic et al., 2005; Rodríguez-Cerrato et 
al., 2007a, b; Witzenrath et al., 2009). Aunque su uso estuvo originalmente restrin-
gido a las enzimas de origen fágico, estas enzimas (fágicas o no) que destruyen la 
pared bacteriana y que, en consecuencia, poseen acción antibiótica han recibido la 
denominación de “enzibióticos” (Nelson et al., 2001). Hasta el momento, el potencial 
antibacteriano de los enzibióticos en la lucha contra los biofilmes de neumococo no 














































Figura 61. Ensayo del efecto de NAC en los biofilmes de la cepa R6 de neumococo. A. Ensayo de in-
hibición del biofilm. El compuesto se añadió al cultivo y se incubó durante 6 h a 34°C para permitir la 
formación del biofilm. B. El compuesto se añadió después de las 6 h de incubación a 34°C y se dejó ac-
tuar durante 2 h más a 37°C. C. Imagen CLSM de la viabilidad de los biofilmes de S. pneumoniae R6 tra-
tados (paneles 4–9) o no (paneles 1–3) durante 2 h a 37°C. Después del tratamiento, los biofilmes se ti-
ñeron con el kit BacLight mostrando bacterias viables (fluorescencia verde) y no viables (fluorescencia 

































     0.5                  1                 2.5                5                 10 
NAC (mg ml–1) 


















 Control                                    0.5                                           2. 5 
NAC (mg ml–1) 
RESULTADOS 
 160 
Se llevaron a cabo ensayos de disgregación de biofilmes de S. pneumoniae P046 
(lytA lytC), con las enzimas líticas de neumococo LytA y LytC y las fágicas Cpl-1 
(fago Cp-1), Cpl-7 (fago Cp-7), Pal (fago Dp-1) y Ejl (fago EJ-1) (Fig. 5). La razón de 
utilizar la cepa P046 reside en que el posible efecto de las enzimas líticas añadidas 
a los biofilmes no podrá ser atribuido a la acción de las autolisinas endógenas de 
neumococo presentes en R6 (LytA y LytC). Debido a que las actividades específi-
cas varían de unas enzimas a otras e, incluso, entre diferentes preparaciones de la 
misma enzima (Díaz et al., 1991, 1992; Sheehan et al., 1997; García et al., 1999a), 
se llevaron a cabo, en primer lugar, una serie de experimentos destinados a deter-
minar las condiciones óptimas para conseguir la destrucción de los biofilmes. Una 
vez formado el biofilm, se retiraron las bacterias planctónicas y las adheridas al po-
cillo se lavaron cuidadosamente con medio CpH8 antes de añadir 200 µl de tampón 
SP. La concentración de las enzimas líticas varió entre 150 y 185 U por pocillo en 
los diferentes ensayos (correspondiendo a 750–925 U ml–1). En cada caso, el pH de 
tampón se ajustó al óptimo de cada enzima, excepto en el caso de Cpl-7 que se 
ajustó a pH 6.0 (Tabla 18); las incubaciones con las diferentes enzimas se llevaron 
a cabo a 37°C (o 30°C para LytC) durante 4 h. Se pudo observar que, en principio y 
con las excepciones de la lisozima LytC (resultado no mostrado) y la NAM-amidasa 
Pal, todas las enzimas produjeron una destrucción estadísticamente significativa del 
biofilm (Fig. 62). La figura 62A muestra cómo las NAM-amidasas LytA y Ejl fueron 
las más activas produciendo, aproximadamente, un 80% de desintegración del bio-
film, seguidas de las lisozimas fágicas Cpl-7 (70%) y Cpl-1 (55%). Sin embargo, ni 
la lisozima de clara de huevo (HEWL) ni, obviamente, la seroalbúmina bovina (BSA) 
(utilizadas ambas a 100 µg ml–1) produjeron alteración alguna en los biofilmes. Sin 
embargo, la proteinasa K ocasionó la completa destrucción del biofilm, lo que era 
previsible sobre la base de los resultados publicados previamente (Moscoso et al., 
2006).  
Aunque, aparentemente, la enzima Pal no produjo ningún efecto apreciable sobre 
los biofilmes de S. pneumoniae, un examen más detallado mostró que esta NAM-
amidasa fágica, después de 4 h de tratamiento, causaba la muerte de, prácticamen-
te, el 90% de las bacterias del biofilm (Fig. 62B). Este hecho indica que Pal es ca-
paz de matar a las bacterias sin ocasionar un efecto sobre la estructura del biofilm 
detectable mediante ensayos de disgregación en placas multipocillo y tinción con 




confocal, se ha confirmado que la muerte de los neumococos tratados con Pal, lleva 


















a CI50 indica la concentración de cloruro de colina que produce una reducción del 50% en la actividad en-
zimática. 
b Aunque la actividad de Cpl-7 a pH 4.5 es el doble que a pH 6.5 (Diaz et al., 1991), este último fue el pH 






Ya se ha comentado anteriormente que, de acuerdo con los resultados obtenidos 
con tinción con CV, además de la NAM-amidasa Pal, la lisozima autolítica LytC no 
parecía afectar a los biofilmes de neumococo. Sin embargo, nos planteamos volver 
a examinar el efecto de LytC utilizando CLSM, a la vista de los resultados obtenidos 
con la Pal y comentados en el párrafo anterior. Una vez más y de manera análoga a 
lo observado con Pal, los resultados demostraron la existencia de un fuerte efecto 
bactericida de la lisozima LytC sobre el biofilm neumocócico, sobre todo tras 4 h de 
tratamiento (Fig. 63). 
                  Temperatura              pH              Actividad 
CI50 (mM)a   óptima (°C)            óptimo      específica (U mg–1) 
    24                37                         6.9               4.1×105  
 
    30                30                         6.0               5.2×103 
 
      2                37                     6.0–9.0            3.4×104 
 
      2                37                         6.0               8.0×104 
 
>150                37                         4.5b              6.5×104 
 










































































































































































































































































































































































































Figura 62. Desintegración de biofilmes estreptocócicos por enzimas líticas de pared. A. Los biofilmes 
formados por S. pneumoniae P046 se lavaron con medio CpH8 y se incubaron a 37°C durante 4 h con, 
aproximadamente, 800 U ml––1 de la enzima correspondiente en tampón SP. La formación de biofilm fue 
cuantificada mediante tinción con CV. El porcentaje de formación de biofilm se normalizó con el control 
(muestra incubada en ausencia de enzima). Otros experimentos incluyeron la adición de 100 g ml–1 de 
HEWL, BSA, o proteinasa K. B. Muerte celular en los biofilmes de S. pneumoniae P046 causada por in-
cubación con 800 U ml–1 de Pal a 37°C durante 2 (barra con líneas entrecruzadas) o 4 h (barra negra). 
Los biofilmes control (barra rayada) fueron incubados durante 2 h bien en tampón SP o en tampón TC. 
La línea discontinua indica la viabilidad celular (UFC ml–1) de los biofilmes antes de la adición de las en-
zimas líticas. C. Imagen CLSM de la viabilidad de los biofilmes de S. pneumoniae P046 tratados (paneles 
2 y 4) o no (paneles 1 y 3) con 800 U ml–1 de Pal durante 2 (paneles 1 y 2) o 4 h (paneles 3 y 4). Barra, 
20 m. D–E. Efecto de las enzimas líticas de pared en los biofilmes de S. pseudopneumoniaeT, S. mitis 
B6 y S. oralisT. Los biofilmes formados por estas cepas fueron tratados en condiciones idénticas a las 
mencionadas anteriormente para neumococo. Barras blancas y negras indican, respectivamente, creci-
miento y formación de biofilm. En todos los paneles, los resultados representan la media ± error estándar 
de, al menos, cuatro experimentos independientes, cada uno de ellos realizados en triplicado. Los resul-
tados marcados con asteriscos son estadísticamente significativos (*, P <0.05; ***, P <0.001) compara-







Figura 63. Imágenes de CLSM mostrando la viabilidad de los biofilmes de S. pneumoniae P046 tratados 
(paneles C y D) con LytC (185 U ml–1) durante 2 h (panel C) y 4 h (panel D) a 30°C. En los paneles A y B 
se muestran sendos biofilmes tratados en paralelo con tampón SP, pH 7.0 (panel A) o pH 6.0 (panel B). 
Después del tratamiento, los biofilmes se tiñeron con el kit BacLight mostrando bacterias viables (fluo-





Las enzimas fágicas Cpl-1 y Cpl-7 fueron muy efectivas en la disgregación de los 
biofilmes de S. pseudopneumoniaeT y S. oralisT y se observó algún pequeño efecto 
de la NAM-amidasa LytA sobre el biofilm de S. pseudopneumoniaeT (Figs. 62D y F). 
Sin embargo, el biofilm de S. mitis B6, que es el único aislado de los que dispone-
mos de esta especie que forma biofilm, presentó algunas peculiaridades ya que no 
se pudo destruir mediante el tratamiento con proteinasa K (resultado no mostrado) o 
las enzimas líticas ensayadas (Fig. 62E). 
Resultados previos de nuestro laboratorio habían mostrado que las enzimas líti-
cas fágicas Cpl-1 y Pal actuaban sinérgicamente en un modelo murino de peritoni-
tis-sepsis, esto es, la combinación de Cpl-1 y Pal era más efectiva, a la hora de pro-
longar la supervivencia de los ratones infectados con neumococo, que cada una de 
las enzimas  usadas por  separado (Jado  et al., 2003).  No  obstante, la técnica  del 
“Tablero de damas” o checkerboard (Eliopoulos y Moellering, 1996) no pudo confir-
mar la existencia de tal sinergia in vitro (Rodríguez-Cerrato et al., 2007a). Por otra 
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parte, se ha observado que una terapia intraperitoneal con LytA o una dosis alta de 
Cpl-1 es capaz de reducir notablemente la población bacteriana en un modelo muri-
no de sepsis, aunque LytA mostró la mayor efectividad por vía intravenosa (Rodrí-
guez-Cerrato et al., 2007b). En el presente estudio, observamos que el efecto com-
binado de cantidades limitantes de LytA y Cpl-1 mostró un efecto disgregador de los 

















Figura 64. Destrucción de biofilmes de S. pneumoniae por la acción combinada de LytA y Cpl-1. Los bio-
filmes de S. pneumoniae P046 fueron tratados con LytA o Cpl-1 en tampón SP, pH 6.5 a 37°C durante 4 
h. También se empleó una mezcla de ambas enzimas en concentraciones no saturantes. Se muestra 




































































1. APROXIMACIÓN A LAS BASES GENÉTICAS DE LA FORMACIÓN DEL BIOFILM DE S. PNEU-
MONIAE 
Hasta el momento, el potencial modo de vida sésil de S. pneumoniae apenas ha si-
do investigado y, sin embargo, la otitis media, la neumonía y la meningitis son      
enfermedades neumocócicas que parecen estar asociadas con la formación de    
biofilmes. Para comprender las bases genéticas de la formación de biofilmes en S. 
pneumoniae, hemos aislado y caracterizado mutantes de inserción que, o son de-
fectivos en la formación de biofilmes o, por el contrario, muestran un incremento en 
su formación respecto a la cepa control. Lo primero que llama la atención de los re-
sultados obtenidos es que, en la genoteca de R6, se obtuvo un número más eleva-
do de mutantes que forman un biofilm significativamente menor que la cepa silves-
tre, que en la genoteca de M32; con esta cepa, la mayoría de los mutantes obteni-
dos forman más biofilm. Ello puede deberse a diferencias del fondo genético en el 
que está construida cada genoteca (a pesar de que M32 es un descendiente,     
aunque lejano, de R6) (López et al., 1986). La cepa S. pneumoniae R6 es una bue-
na formadora de biofilm (utilizando el sistema in vitro empleado en esta Tesis) y ha 
sido usada como control en la formación de un buen biofilm. Parece razonable, por 
tanto, que la mayoría de los mutantes sean menos eficaces en la formación de bio-
film. Además, esta cepa posee activas las dos autolisinas de neumococo (LytA y 
LytC) y siempre habrá un máximo de formación de biofilm en estas condiciones 
porque, cuando el biofilm madure después de bastantes horas de cultivo, se produ-
cirá la autolisis espontánea y, en consecuencia, se irá destruyendo el biofilm forma-
do previamente. Por el contrario, la cepa M32, al ser un mutante lytA, por un lado 
forma menos biofilm que la cepa R6 y, por otro, al no sintetizar la NAM-amidasa   
LytA, no se autolisa. Por tanto, parece razonable que, tal como se ha diseñado el 
experimento, la mayoría de los mutantes de esta genoteca sean mejores formado-
res de biofilm que su cepa parental. Durante el desarrollo de esta Tesis, Muñoz-
Elías y cols. (2008) construyeron una genoteca con mutantes de inserción con esta 
misma metodología pero usando como fondo genético tanto la cepa capsulada 
TIGR4 (S4+) como un mutante de ésta, no capsulado. Cuando la mutagénesis se 
llevó a cabo con la cepa original (capsulada), sólo se aislaron dos tipos de mutantes 
alterados en la formación de biofilm: cinco mutantes no capsulados (con mutaciones 
en el gen cap/cps4E del cluster capsular) y que formaban más biofilm y dos mutan-
tes lytC que estaban inhibidos en su capacidad de formación de biofilm; estos resul-
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tados confirmaban plenamente resultados previos de nuestro laboratorio (Moscoso 
et al., 2006). Además, hay que subrayar el hecho de que, en el transcurso de esta 
Tesis, también se obtuvo un mutante lytC con menor capacidad de formación de 
biofilm (TRL_Kan29) (Tabla 9). Todo ello confirma que esta lisozima es importante 
en la formación de biofilmes por parte de S. pneumoniae (véase más adelante). 
Hay que resaltar el hecho de que, de los 49 mutantes diferentes identificados en 
la genoteca obtenida con el mutante no capsulado (cepa AC353; TIGR4 S4–) que 
mostraban alteraciones en su capacidad de formación de biofilmes (Muñoz-Elías et 
al., 2008), sólo uno coincidió con los obtenidos en esta Tesis. La inserción aparen-
temente común corresponde a la localizada en la región del promotor del gen 
spr0607 (mutante TRL_Spc25) (Fig. 10) (mutante 5F10; gen SP_0694 en TIGR4). 
Tanto en nuestro caso como en el de Muñoz-Elías y cols. (2008), la inserción del 
transposón en esta región produjo una inhibición en la formación de biofilm (véase 
una discusión más detallada de este tema más adelante). 
Con la excepción de las inserciones en los genes spr1651 y spr1925 que se han 
propuesto como genes esenciales condicionales (Bijlsma et al., 2007), el resto de 
las inserciones no afectan a genes considerados como esenciales y, aproximada-
mente, el 50% de las proteínas que están afectadas por la inserción del transposón, 
se expresan in vivo, como ya se comentó en el apartado 1.1.3 de Resultados. 
En las dos genotecas hemos encontrado mutantes relacionados con el metabo-
lismo de carbohidratos (en sentido amplio), donde un mutante forma un mejor bio-
film (TRL_Kan47) y otros muestran una reducción en su formación (TRL_Spc9, 
TRL_Spc66 y TRL_Kan30) (Tabla 9). El mutante TRL_Spc9, tiene interrumpido el 
gen glk (spr1519) que se induce durante el desarrollo de la meningitis (Orihuela et 
al., 2004). El producto de este gen es una proteína de la familia ROK (bacterial Re-
pressors, uncharacterized Open reading frames, sugar Kinases) (PF00480) que in-
cluye quinasas de azúcares, represores transcripcionales que responden a la pre-
sencia de carbohidratos y muchas proteínas de función desconocida (Conejo et al., 
2010). Las quinasas ROK contienen un motivo conservado de unión a ATP en posi-
ción N-terminal con la secuencia DxGxT (Holmes et al., 1993) que, en el caso de 
Spr1519, corresponde a los residuos Asp8–Thr12 (DIGGT), mientras que los repre-
sores de esta misma familia poseen una extensión N-terminal que contiene un moti-
vo hélice-giro-hélice de unión a ADN (Conejo et al., 2010). Aunque en la actualidad 
hay más de 5000 proteínas anotadas como miembros de la familia ROK, sólo una 
minoría de ellas han sido caracterizadas estructuralmente (Nocek et al., 2011). En 
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la figura 65 se muestra un alineamiento múltiple de Spr1519 y dos de estas proteí-
nas, la fructoquinasa YdhR de Bacillus subtilis (números de acceso O05510 y 
3LM9) (Nocek et al., 2011) y una glucoquinasa de Enterococcus faecium (Q830J4 y 
2QM1) (resultados no publicados) en el que se han señalado algunas de las carac-
terísticas estructurales más importantes de estas dos proteínas. Aunque la mayor 
parte de los motivos y residuos de importancia están conservados en Spr1519, es 
notable la aparente ausencia del motivo CxCGxxGCx(E/D) (o CxxHxxCx(E/D, en las 
fructoquinasas) implicado en la unión al Zn2+. Además, en el motivo ExGH, His161 
ha sido sustituida por Tyr, aunque la significación precisa de este hecho, que tiene 
















Q830J4      MDKKIIGIDLGGTTIKFAILTTDGVVQQKWSIETNILEDGKHIVPSIIES 50 
Spr1519     -MTYYVAIDIGGTNIKYGLVDQEGQLLESHEMPTEAHKGGPHILQKTKDI 49 
O05510      ---MLGGIEAGGTKFVCAVGREDGTIIDRIEFPTKMP-------DETIEK 40 
                 .*: ***.:  .:   :* : :  .: *:          .  :  
 
Q830J4      IRHRIDLYNMKKEDFVGIGMGTPGSVDIEKG-TVVGAYNLN---WTTVQP 96 
Spr1519     VAS-----YLEKGPVAGVAISSAGMVDPDKGEIFYAGPQIP---NYAGTQ 91 
O05510      VIQ-----YFSQFSLQAIGIGSFGPVDNDKTSQTYGTITATPKAGWRHYP 85 
            :        :.:  . .:.:.: * ** :*     .               
 
Q830J4      VKEQIESALGIPFALDNDANVAALGERWKGAGENNPDVIFITLGTGVGGG 146 
Spr1519     FKKEIEESFTIPCEIENDVNCAGLAEAVSGSGKGASVTLCLTIGTGIGGC 141 
O05510      FLQTVKNEMKIPVGFSTDVNAAALGEFLFGEAKGLDSCLYITIGTGIGAG 135 
            . : ::. : **  :..*.* *.*.*   * .:.    : :*:***:*.  
 
Q830J4      IVAAGKLLHGVAGCAGEVGHVTVDPNGFDCTCGKRGCLETVSSATGVVRV 196 
Spr1519     LIMDRKVFHGFSNSACEVGYMHMQDGAFQDLASTTALVKYVAEAHG---- 187 
O05510      AIVEGRLLQGLS--HPEMGHIYIRRHPDDVYQGKCPYHGDCFEGLASG-- 181 
             :   ::::*.:    *:*:: :     :   ..        .. .     
 
Q830J4      ARHLSEEFAGDSELKQAIDDGQDVSSKDVFEFAEKGDHFALMVVDRVCFY 246 
Spr1519     ------------------EDVDQWNGRRIFKEATEGNKICMEGIDRMVDY 219 
O05510      ------------------PAIEARWGKKAADLSDIAQVWELEG-----YY 208 
                                 :   .:   . :  .:   :        * 
 
Q830J4      LGLATGNLGNTLNPDSVVIGGGVSAAGEFLR------SRVEKYFQEFTFP 290 
Spr1519     LGKGLANICYVANPEVVILGGGIMGQEAILK------PKIRTALKEALVP 263 
O05510      IAQALAQYILILAPKKIILGGGVMQQKQVFSYIYQYVPKIMNSYLDFSEL 258 
            :. . .:      *. :::***:     .:       .:: .   :     
 
Q830J4      QVRNSTKIKLAELGNEAGVIGAASLALQFSKEK-------- 323 
Spr1519     SLAEKTRLEFAHHQNTAGMLGAYYHFKTKQS---------- 294 
O05510      SDDISDYIVPPRLGSNAGIIGTLVLAHQALQAEAASGEVRS 299 








Figura 65. Alineamiento múltiple de Spr1519 y dos proteínas de la familia ROK de estructura tridimen-
sional conocida. Las regiones importantes para la unión al ATP (DxGxT), el bucle del sitio activo (PG o 
FG) y el motivo ExGH que interacciona con los residuos 2’ y 3’-OH del azúcar se muestran recuadradas. 
Los aminoácidos que interaccionan con el azúcar se indican en letras blancas sobre fondo negro y los 
que están implicados en la unión al Zn2+ se resaltan sobre fondo gris. En Spr1519, el Asp109 correspon-
de al residuo catalítico. 
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Aunque se desconoce cuál es el carbohidrato que reconoce Spr1519, se puede 
especular que se podría tratar o de un azúcar esencial para la formación del exopo-
lisacárido de la matriz del biofilm o de alguno de sus precursores metabólicos; así 
se explicaría que el mutante TRL_Spc9 forme menos biofilm que la cepa silvestre. 
Lo mismo puede estar sucediendo con el mutante TRL_Spc66 (lacG). Es importante 
resaltar que el producto de este gen (Spr0424) es, muy probablemente, una GH 
(Tabla 15). Por su parte, el mutante TRL_Kan30 contiene una inserción en posición 
3’ del gen spr0506 (bglH) (Tabla 9 y Fig. 10) y, como la inserción va dirigida en di-
rección opuesta a la transcripción del gen, es muy posible que interfiera en la trans-
cripción del mismo. Es bien conocido que el minitransposón mariner contiene un 
promotor fuerte que dirige la transcripción del gen de resistencia. Así, este promotor 
puede estimular la transcripción de genes situados en la misma orientación y en po-
sición 3’ y, eventualmente, reprimir la de los situados en orientación contraria 
(Håvarstein et al., 2006). Spr0506 es, al igual que Spr0424, una de las proteínas in-
cluidas en la Tabla 15 de enzimas con actividad sobre carbohidratos (GH1). En 
cambio, en el mutante TRL_Kan47 ―que forma mayor biofilm que la cepa silves-
tre― el minitransposón se encuentra insertado entre los genes spr0065 (galM) y 
spr0066 (Tabla 9). De manera análoga al caso del mutante TRL_Kan30 ya comen-
tado, el minitransposón está localizado en posición 3’ del gen spr0065 y en orienta-
ción opuesta al mismo (Fig. 10). GalM es, muy probablemente, una aldosa 1-
epimerasa (EC 5.1.3.3; mutarrotasa) que cataliza rápidamente la conversión de -D-
Gal en -D-Gal. La actividad de esta enzima es vital para el metabolismo de la lac-
tosa puesto que la hidrólisis de este azúcar por la -galactosidasa genera -D-Gal, 
mientras que el sustrato de la galactoquinasa es -D-Gal. De hecho, el característi-
co fenotipo Gal-negativo de la mayoría de cepas de Streptococcus thermophilus es 
debido a que galM se transcribe de manera poco eficiente en esta especie (Vaillan-
court et al., 2008).  
Se ha descrito que, en diversas bacterias, algunas metalopeptidasas están impli-
cadas en la formación de biofilmes bacterianos y en la virulencia al controlar la can-
tidad de proteína extracelular necesaria para la formación de un buen biofilm (Bove 
et al., 2011; Cathcart et al., 2011). Como ya se dijo en la Introducción de esta Tesis, 
en la matriz del biofilm de S. pneumoniae existe un componente proteico muy im-
portante implicado tanto en la formación como en el mantenimiento del biofilm 
(Moscoso et al., 2006). En las genotecas realizadas en esta Tesis, se caracterizaron 
dos mutantes de inserción en genes que codifican metalopeptidasas (TRL_Kan31 y 
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TRL_Spc105) y una inserción localizada en la zona intergénica (TRL_Spc25) (Tabla 
9) (véase más arriba). Una de las posibles funciones de estas metalopeptidasas 
podría ser hidrolizar las proteínas extracelulares del biofilm e impedir la formación 
de un buen biofilm. El mutante TRL_Spc105, tiene interrumpido el gen spr0607 que 
codifica una metalopeptidasa de membrana (Kwon et al., 2011) y forma un buen 
biofilm, indicando que esta enzima está implicada en la hidrólisis de las proteínas de 
la matriz del biofilm. En TRL_Spc25, por el contrario, el minitransposón está locali-
zado entre los genes spr0606 y spr0607 y, de manera más precisa, entre el promo-
tor y el codón de iniciación del gen spr0607 (Figs. 9 y 10). Es previsible que, como 
ya se explicó anteriormente, dado que el promotor presente en el transposón se en-
cuentra orientado en la misma dirección que el gen spr0607, la inserción esté pro-
moviendo la transcripción de dicho gen. Por tanto, el aumento en la biosíntesis de la 
metalopeptidasa, aumentaría la destrucción de las proteínas de la matriz extracelu-
lar  explicando por qué el mutante TRL_Spc25 forma un biofilm menor que la cepa 
silvestre. Según los análisis realizados con los programas TMHMM 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) y SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP/), la metalopeptidasa DapE (Spr0148), cuyo gen se encuentra interrumpido 
en el mutante TRL_Kan31, es intracelular, dado que no posee ningún dominio 
transmembrana ni péptido señal. Por ello, pensamos que no actuaría directamente 
sobre las proteínas de la matriz del biofilm directamente y se desconoce cuál podría 
ser su participación en la formación del biofilm neumocócico.  
El mutante TRL_Spc4 (phtE) muestra una disminución del orden de un 25% en la 
formación de biofilm con respecto a la cepa silvestre (Tabla 8). El gen spr0908 codi-
fica la proteína E de la familia de proteínas con triada de histidinas (HxxHxH) y se 
encuentra localizada en la superficie celular (Adamou et al., 2001). Esta proteína ha 
sido analizada como posible candidata para la formulación de una nueva vacuna 
proteica contra S. pneumoniae (Ogunniyi et al., 2007). El requerimiento de PhtE pa-
ra la formación óptima de biofilm en neumococo no había sido observado previa-
mente.  
El mutante TRL_Spc88, que contiene el transposón insertado entre los genes 
spr1762/comM y spr1763/plcR (Figs. 9 y 10), es un buen formador de biofilm (Tabla 
8). El transposón se encuentra insertado entre los posibles promotores de comM y 
el codón de iniciación del gen y en orientación opuesta al mismo. Aunque en la figu-
ra 10 se indican las secuencias de dos posibles promotores de comM, hay que 
hacer notar el hecho de que, dentro de la secuencia repetida Box_CBA (resaltada 
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en fondo gris en la Fig. 10), se encuentra la secuencia TGTTTTGAG que es muy 
similar a la descrita por Llull y cols. (2001a) (TGTTTTAGG) y que, además de ser 
similar a la región –10 extendida de los promotores de neumococo (Sabelnikov et 
al., 1995), posee capacidad promotora demostrada experimentalmente. En cual-
quier caso, la inserción y orientación del minitransposón debería inhibir la transcrip-
ción de comM que, como ya se ha señalado anteriormente, codifica el factor de in-
munidad de los neumococos competentes frente a la acción de las enzimas líticas 
propias y, en particular, de CbpD. Se ha sugerido que ComM podría introducir algu-
na modificación en el peptidoglicano, en los TAs o ambos ―particularmente en la 
zona de división celular― que bloquearía la acción de las peptidoglicán hidrolasas 
(Eldholm et al., 2010). Si ello fuera cierto, una disminución (o inhibición completa) 
de la síntesis de ComM resultaría en una mayor actividad efectiva de LytA, LytC o 
ambas, dos enzimas líticas requeridas para la formación de biofilmes por S. pneu-
moniae, como ya se ha documentado previamente (Moscoso et al., 2006) así como 
a lo largo de esta Tesis.  
El mutante TRL_Spc111 tiene interrumpido el gen spr0820 que está anotado co-
mo codificante de una posible sacaropina deshidrogenasa, que catalizaría la etapa 
final de la ruta de -aminoadipato para la síntesis de lisina. Hasta donde sabemos, 
esta actividad enzimática ha sido descrita solamente en hongos y euglenoides 
(Ekanayake et al., 2011) y, en consecuencia, la anotación podría ser incorrecta. De 
hecho, se ha puesto de manifiesto que las carboxiespermidina deshidrogenasas 
(CASDHs) han evolucionado a partir de una familia de enzimas que incluyen homo-
espermidina sintasas, lisina 6-deshidrogenasas, sacaropina deshidrogenasas, 
aspartato deshidrogenasas y homoserina deshidrogenasas (Shaw et al., 2010). 
Además, muy recientemente, se ha evidenciado que el producto del gen spr0820 es 
realmente una CASDH implicada en la síntesis de espermidina (Hanfrey et al., 
2011). De acuerdo con los resultados de estos autores, numerosas bacterias inte-
grantes de la microbiota oral y gastrointestinal humana contienen ortólogos de ge-
nes codificantes de CASDH que están localizados, normalmente, en posición 5’ de 
un gen que codifica una carboxiespermidina descarboxilasa (CASDC). En el caso 
de neumococo, este gen correspondería a spr0821 (nspC) (Fig. 9) que está anotado 
como codificante de una carboxinorspermidina descarboxilasa (CANSDH), una en-
zima implicada en la síntesis de norespermidina (Fig. 66). Hay que destacar que, 
además de estos genes, neumococo, como otras muchas bacterias, también posee 
un grupo de genes implicados en la captación y transporte de poliaminas denomi-
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nados potAHCD (spr1246–spr1243) (Ware et al., 2005). Asimismo, se ha puesto de 
manifiesto que mutantes en los genes spr0816 y spr0819 o en los genes pot están 
atenuados en modelos murinos de colonización nasofaríngea y neumonía (Shah et 
al., 2011).  
Las poliaminas se encuentran en las células de todos los organismos, tanto eu-
cariotas como procariotas y se ha propuesto que desempeñan funciones importan-
tes en proliferación y diferenciación celular, replicación y reparación del ADN, sínte-
sis de procesamiento de ARN así como en la síntesis de proteínas y el metabolismo 
(Wallace, 2009). Sin embargo y por lo que respecta a esta Tesis, se ha observado 
que las poliaminas son esenciales para la formación de biofilmes en diversas bacte-
rias (Karatan y Watnick, 2009). Sólo muy recientemente se ha podido demostrar 
que, al menos en el caso de Yersinia pestis, las poliaminas incrementan la traduc-
ción de algunos de los genes implicados en la síntesis del polisacárido extracelular 
(poli--1,6-GlcNAc), componente esencial de los biofilmes (Wortham et al., 2010). 
En este contexto resulta notable que el mutante TRL_Spc111, que contiene el mini-
transposón en el gen que codifica la CASDH, forme más biofilm que la cepa paren-
tal (Tablas 8 y 9) cuando el efecto que cabría esperar es el contrario. Sin embargo, 
Hanfrey y cols. (2011) han observado que mientras que la inactivación del resto de 
genes de la ruta biosintética de la espermidina elimina la acumulación de esta po-
liamina en el citoplasma celular, la deleción del gen que codifica la CASDH, resulta 
en un notable (y, hasta la fecha, inexplicado) incremento en la cantidad de espermi-
dina en Campylobacter jejuni. Puesto que, al parecer ésta y otras muchas bacterias 
comparten con neumococo una misma ruta biosintética de poliaminas, es de espe-
rar que el mismo fenómeno tendría lugar en neumococo y ello podría redundar en 
un incremento en la producción de biofilm, como de hecho se ha observado. Sin 
embargo, es posible que neumococo posea sistemas peculiares de síntesis de al-
gunas poliaminas ya que se ha descrito la existencia de cadaverina en su citoplas-
ma (Shah et al., 2011) y se ha sugerido que el producto del gen spr0816 podría ser 
el responsable ya que podría funcionar, además de como ADC, como lisina descar-
boxilasa (EC 4.1.1.18) que produce cadaverina a partir de lisina. La multiplicidad de 
mecanismos enzimáticos que estas enzimas son capaces de llevar a cabo ya ha si-
do notada (Hanfrey et al., 2011) habiéndose sugerido, además, que el gen que codi-
fica SpdSyn (spr0819) podría representar un resto no funcional, lo cual no parece 
















































Figura 6 6. Rutas biosintéticas de poliaminas en diferentes organismos y organización genética en S. 
pneumoniae. A. Las enzimas encuadradas en amarillo son las presentes en neumococo. En verde y en 
gris se indican, respectivamente, las enzimas presentes o ausentes en la especie modelo Vibrio chole-
rae. En rojo se indica la ruta alternativa descrita para V. cholerae. ADC, arginina descarboxilasa (EC 
4.1.1.19); ALH, agmatina desiminasa (3.5.3.12); AUH, agmatinasa (EC 3.5.3.11); CANSDC, carboxino-
respermidina descarboxilasa; CANSDH, carboxinorespermidina deshidrogenasa; CASDC, carboxiesper-
midina descarboxilasa; CASDH, carboxiespermidina deshidrogenasa; DABA AT, L-2,4-diaminobutirato 
aminotransferasa; DABA DC, L-2,4-diaminobutirato descarboxilasa; ODC, ornitina descarboxilasa (EC 
4.1.1.17); SpdSyn, espermidina sintasa (EC 2.5.1.16). Modificado de Lee et al. (2009). B. En neumococo, 
los genes responsables de la síntesis de poliaminas están organizados, aparentemente, en dos opero-
nes. Las flechas grises y negras indican, respectivamente, genes no implicados en la síntesis de polia-
minas y secuencias de inserción. En numerosos genomas de neumococo, el gen (o genes) situados en-
tre los que codifican ADC y SpdSyn está anotado como codificando una proteína relacionada con las pi-
linas. No obstante, una comparación de secuencias usando el programa IS finder (http://www-
is.biotoul.fr/) indica que, en realidad, este gen codifica la transposasa de una secuencia de inserción de 

















Recientemente, se ha sugerido que los neumococos susceptibles a los antibióticos 
son, en general, mejores formadores de biofilm que los resistentes (Camilli et al., 
2011). No obstante, esta conclusión no parece ser de aplicación general ya que se 
ha observado que, por ejemplo, los neumococos antibiótico-resistentes del clon 
Greece6B-22 forman más biofilm que los aislados susceptibles del mismo serotipo 
(Camilli et al., 2011). Tanto en la Introducción de esta Tesis como en el Capítulo 1 
de los Resultados, se comentó la importancia del estudio de la tolerancia de neu-
mococo a Van y cuál sería el posible  efecto de la misma en la formación de biofilm. 
Se ha descrito que dosis de Van inferiores a la MIC estimulan la formación de bio-
film en S. epidermidis llevando a proponer que este hecho podría contribuir al fraca-
so terapéutico con este antibiótico (Cargill y Upton, 2010). La cepa Tupelo_VT po-
see una mutación en el gen ciaH que codifica una histidín quinasa del sistema 
CiaRH de transducción de señal de dos componentes implicado en virulencia, com-
petencia y formación de biofilm (Nobbs et al., 2009; Halfmann et al., 2011). Según 
nuestros resultados (Fig. 11), las cepas VT de S. pneumoniae forman un menor bio-
film (Fig. 11), lo que podría indicar que, en hábitats en los que formar biofilm supon-
ga una ventaja evolutiva, los neumococos VT (tanto los mutantes cia como los lytA) 
pagarían un coste biológico por la adquisición de la tolerancia a Van lo que quizás 
podría explicar por qué el aislamiento de neumococos VT es infrecuente. Sin em-
bargo y de manera imprevista, la cepa P147 (R6 ciaHTupelo_VT) forma, aproximada-
mente, tanto biofilm como su progenitora R6 (Fig. 12), poniendo de manifiesto que, 
además de la mutación en el gen ciaH, el fondo genético de la cepa influye en la 
capacidad de formación de biofilm, en la expresión/regulación del sistema CiaRH o 
en ambos.  
2. PROS Y CONTRAS DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR EN LA FORMACIÓN DEL BIOFILM 
Desde hace años, se ha estudiado el papel del CPS en la adhesión de neumococo 
a las células eucariotas, demostrando que es inversamente proporcional a la canti-
dad de dicho polisacárido (Talbot et al., 1996; Selinger y Reed, 1979; Adamou et al., 
1998). Por otra parte, los biofilmes se asociaron a la patogénesis de la bacteria, ge-
neralmente por el incremento de la resistencia a los antimicrobianos y los mecanis-
mos de defensa del hospedador. Se han detectado biofilmes bacterianos en la mu-
cosa del oído medio de niños con otitis media crónica (Hall-Stoodley et al., 2006) y 
en la mucosa de los senos paranasales de pacientes con rinosinusitis crónica (San-
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derson et al., 2006). La presencia de biofilmes en la mucosa de individuos sanos ha 
sugerido, sin embargo, que esos biofilmes podrían funcionar simplemente como co-
lonizadores (Sanderson et al., 2006). En nuestro laboratorio se ha de-mostrado que 
el CPS es una barrera física que impide o, al menos, dificulta, las primeras etapas 
de formación de biofilm de neumococo ya que los aislados clínicos capsulados y los 
transformantes capsulados isogénicos forman un menor biofilm que la cepa no cap-
sulada (Moscoso et al., 2006). Similares resultados han sido demostrados en otras 
bacterias (Joseph y Wright, 2004; Yi et al., 2004; Davey y Duncan, 2006). La pérdi-
da del CPS modifica las propiedades fisicoquímicas de la superficie bacteriana por-
que una variedad de proteínas de superficie asociadas a adhesión y virulencia po-
drían quedar expuestas y facilitar las interacciones entre el microorganismo y el 
sustrato y/o otra bacteria (Swiatlo et al., 2002).  
Para ampliar el estudio del papel del CPS en la formación de biofilm, se eligieron 
los serotipos 1 y 3, debido a su incidencia en IPD en niños (Picazo et al., 2011). 
Ambos serotipos forman un biofilm reducido en comparación con una cepa no cap-
sulada. Cuando se incubó una cepa de S. pneumoniae de serotipo 3 en condiciones 
óptimas para la formación de biofilm se observó que, aproximadamente, el 25% de 
los neumococos del biofilm daban lugar a colonias de pequeño tamaño en placas 
de agar-sangre. En conjunto, podemos diferenciar 3 tipos de morfologías coloniales 
en los biofilmes formados por S. pneumoniae serotipo 3: a) colonias grandes y mu-
cosas (1.5 mm de diámetro, aproximadamente) similares a las de la cepa parental 
capsulada; b) colonias de tamaño intermedio (0.7 mm de diámetro, aproximada-
mente) parcialmente mucosas, y c) colonias pequeñas no mucosas (< 0.3 mm de 
diámetro) (Fig. 15). En general, la mayor capacidad de formar biofilmes está direc-
tamente relacionada con una reducción tanto en el tamaño de la colonia como en 
las cantidades relativas de CPS (Fig. 19). No obstante, se observó que el grupo d 
de mutantes formaba pequeñas colonias no mucosas (Fig. 15) pero era incapaz de 
formar un buen biofilm (Fig. 20), a pesar de sintetizar solo un 10% de CPS tipo 3. 
En este grupo de mutantes existe un cambio de un aminoácido (Thr83 por Ile) en 
Cap3A y, previsiblemente, ello causa una disminución en la biosíntesis de CPS. El 
residuo Thr83 de Cap3A (UDP-glucosa deshidrogenasa) (Arrecubieta et al., 1994, 
1996a) forma un puente de hidrógeno fuerte con el anillo de nicotinamida del 
NAD(H), como se deduce de la estructura tridimensional de la enzima homóloga 
(54% de identidad; 72% de similitud) de S. pyogenes (Campbell et al., 2000). Curio-
samente, la distancia entre los átomos OG1 de Thr83 y NO3* de NAD(H) (2.5 Å) es 
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la más pequeña de todos los átomos que forman puentes de hidrógeno que forman 
enlaces entre la enzima y el NAD(H) (Campbell et al., 2000). Por otra parte, la ali-
neación de las estructuras primarias de UDP-glucosa deshidrogenasas bacterianas 
de 68 géneros diferentes de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas reveló que 
la Thr83 es uno de los 76 residuos (el tamaño medio de las UDP-glucosa deshidro-
genasas bacterianas es de 390 aminoácidos) que están estrictamente conservados 
en todas estas enzimas (Tabla 19). En conjunto, estos datos ponen de manifiesto la 
importancia de la Thr83 en el funcionamiento de Cap3A y proporcionan una expli-
cación plausible a la reducción en la producción de CPS en el grupo d de mutantes. 
No obstante, aún no está claro por qué el mutante Cap3_17 (grupo d), que sintetiza 
sólo pequeñas cantidades de CPS, muestra una capacidad reducida en la forma-
ción de biofilm. 
 
Tabla 19. Aminoácidos conservados en UDP-glucosa deshidrogenasas bacterianasa 
Localizaciónb Aminoácidosc 
t G7 




t P82, T83 
5 Y85 
6 F92 
t S117, T118, P120 
8 F138 
t P140, E141, F142, L143, R144, E145, A148 
7 D151, L153 
t P155, S156, R157 
9 E199, A200, E201, K204, L205, F206, N208, L211, A212, R214 F218 N219, E220, D222 
t R244, G246, Y249, N250, N251, P252, S253, F254, G255, G257, G258  
11 Y259, C260, L261, P262, K263, D264, Q267 
t P276 
12 N287, R290, K291 
11 G313 
Ω-loop L317, M319, K320,S323, N325, R327 
t E349, P350 
t N380, R381 
t K392 
a Alineamiento múltiple de UDP-glucosa deshidrogenasas bacterianas de: Acinetobacter (CAG67052); 
Actinobacillus (ABR73436); Aeromonas (ABK38097); Alcanivorax (CAL16380); Alteromonas (ACG6- 
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5306); Arcobacter (ABV66924); Bacillus (EDP81245); Bacteroides (EDU99369); Bifidobacterium 
(EDN82492); Caminibacter (EDM23184); Campylobacter (CAI38914); Carnobacterium (EDP68102); 
Chlorobaculum (ACF12116); Citrobacter (ABV11909); Clostridium (EDS75375); Collinsella (EBA40338); 
Colwellia (AAZ26971); Comamonas (EAV14017); Corynebacterium (CAF19074); Desulfuromonas 
(EAT16120); Dinoroseobacter (ABV95589); Dorea (EDM62920); Enterobacter (ABP61308); Enterococ-
cus (EAN09675); Erwinia (CAG76046); Escherichia (AAV74556); Eubacterium (EDP10480); Exiguobac-
terium (ACB62072); Faecalibacter (EDP20413); Francisella (EDN36542); Fulvimarina (EAU41189); 
Idiomarina (AAV81379); Janibacter (EAP97390); Klebsiella (BAD03946); Lactobacillus (ABD99787); Lac-
tococcus (AAP32720); Limnobacter (EDM85026); Marinomonas (EAQ66270); Moritella (EDM67452); Ni-
trosomonas (CAD85254); Oceanibulbus (EDQ03012); Oenococcus (ABJ57581); Parabacteroides 
(ABR42219); Pasteurella (AAK02860); Photobacterium (EAR57037); Propionibacterium (AAT82348); 
Proteus (CAR46256); Providencia (EDU61555); Pseudoalteromonas (CAI85541); Psychrobacter 
(ABQ93230); Psychromonas (EAS37734); Raoultella (AAQ82924); Reinekea (EAR08581); Roseobacter 
(EBA14590); Ruegeria (AAN05158); Ruminococcus (EDM86527); Saccarophagus (ABD81375); Salmo-
nella (ACF89974); Shewanella (ABX50184); Shigella (ACD09673); Sphingopyxis (ABF53276); Strepto-
coccus (CAA87403); Sulfurihydrogenibium (ACD67100); Sulfurimonas (ABB45242); Thermosipho 
(ABR30927); Thiomicrospira (ABB42102); Vibrio (ACH64823); Xanthomonas (CAJ25436). 
b Estructuras secundarias: , -hélice; , lámina ; t, giro. 
c Los aminoácidos que interactúan con ácido UDP-glucurónico están subrayados; los residuos que for-
man puentes de hidrógeno con NAD(H) están en cursiva; los implicados en el centro activo se muestran 
en negrita y los que forman puentes de hidrógeno con la pareja del dímero aparecen sobre un fondo gris. 






Se encontró una variedad de mutaciones (polimorfismos en un único nucleótido, 
deleciones y duplicaciones) entre los distintos mutantes capsulares (Fig. 17 y Tabla 
13) pero no se observaron reversiones al fenotipo capsulado. Estos resultados con-
trastan con lo descrito anteriormente por  Waite y cols. (2001) quienes, analizando 
biofilmes de neumococos de serotipo 3 formados en cultivo continuo sobre filtros 
Sorbarod, aislaron mutantes no capsulados que tenían duplicaciones en tándem y 
reversibles en el gen cap3A. Se describieron resultados similares con los serotipos 
capsulares 8 y 37 utilizando el mismo sistema (Waite et al., 2003). Sin embargo, 
cuando los biofilmes eran producidos en reactores de flujo continuo (Allegrucci y 
Sauer, 2007), la mayoría de los mutantes capsulares poseían deleciones del operon 
cap3 completo (Allegrucci y Sauer, 2007). Además, biofilmes formados en filtros de 
membrana dieron lugar a diferentes tipos de mutantes capsulares de tipo 3 en cre-
cimiento prolongado (4–7 días) (McEllistrem et al., 2007). Once de estas cepas con-
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tenían polimorfismos en un único nucleótido en el gen cap3A, otro tenía una muta-
ción en la caja –10 del promotor (cATAAT) y tres mostraban grandes deleciones en 
el gen cap3A y, en un caso, también en el gen cap3B.  
Estos resultados, tomados de manera conjunta, sugieren que el método elegido 
para la formación de biofilm, de alguna manera aún desconocida, modula el tipo de 
mutaciones capsulares que aparecen en el biofilm. De hecho, existe evidencia ex-
perimental que sugiere que las condiciones específicas del medio ambiente más fa-
vorable para la formación de biofilmes, entre las que se encontraría la producción 
aumentada de H2O2, podría incrementar sustancialmente la frecuencia de mutación 
(Pericone et al., 2002; Allegrucci y Sauer, 2008). 
Como ya se ha comentado, en la población de los biofilmes formados por neu-
mococos de serotipo 3, se observa una notable heterogeneidad debida a la coexis-
tencia de bacterias capsuladas y mutantes no capsulados. Estos mutantes podrían 
desempeñar un papel esencial en las etapas iniciales (fijación) de la formación del 
biofilm. Por su parte, los mutantes de S. pneumoniae serotipo 3 que producen can-
tidades reducidas de CPS (entre 10% y 45%) podrían aparecer preferencialmente 
en etapas posteriores del desarrollo del biofilm, según lo propuesto por Allegrucci y 
Sauer (2007). Esta hipótesis concuerda con lo descrito por Briles y cols. (2005) du-
rante la colonización de los tejidos de la mucosa nasal en un modelo murino y está 
en consonancia con la propuesta de que los neumococos regulan la expresión de la 
cápsula en la transición del estado de portador nasofaríngeo, asociado con el desa-
rrollo del biofilm, a la enfermedad invasiva (Waite et al., 2003); una propuesta simi-
lar ha sido formulada recientemente para los biofilmes de N. meningitidis (O'Dwyer 
et al., 2009). Es notable que, en las fases iniciales de las infecciones neumocócicas, 
se produce una disminución de la expresión del CPS (Hammerschmidt et al., 2005), 
seguramente como consecuencia de que cap/cpsA, el primer gen del operón capsu-
lar neumocócico, se inhibe (hasta en 10 veces dependiendo de la estirpe) durante la 
formación de biofilmes, en comparación con lo observado en los cultivos planctóni-
cos (Hall-Stoodley et al., 2008).  
Analizando la capacidad de formación de biofilm de diversos aislados clínicos de 
S. pneumoniae del serogrupo capsular 19 descubrimos que, tanto los que sintetizan 
CPS del serotipo 19A como del 19F, forman un buen biofilm; en cambio, los que 
producen cápsulas  de los otros dos serotipos del grupo (19B y 19C) se comportan 
como el resto de serotipos capsulares, es decir, formando mucho menos biofilm que 
las cepas no capsuladas (Fig. 24) tal y como se había observado previamente 
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(Moscoso et al., 2006). Es, no obstante, cierto que, entre las cepas de serotipo 19F 
analizadas, G54 y SSISP19F/1 forman menos biofilm que las otras cepas del mismo 
serotipo. Sin embargo, el transformante P192, que contiene los genes capsulares 
de la cepa G54, forma el doble de biofilm que la cepa clínica (Fig. 24). Ello nos lleva 
a pensar que las cepas G54 y SSISP19F/1, aunque sinteticen CPS del serotipo 
19F, poseen un fondo genético que influye notablemente en la capacidad de forma-
ción de biofilm. Esta hipótesis fue confirmada plenamente al analizar el comporta-
miento de cepas transformantes derivadas de la rugosa M11 pero que sintetizaban 
CPS de los diferentes serotipos que integran el serogrupo 19 (19F: P191 y P192; 
19A: P181; 19B: P182; 19D: P184). Los transformantes con cápsulas 19F o 19A 
forman un buen biofilm mientras que las cepas P182 y P184 son malos formadores 
(Fig. 24). Además, la singularidad de los CPSs de los serotipos 19F y 19A se puso 
más de manifiesto si cabe cuando se observó que la cepa binaria P194 (S19F+, 
S37+) formaba menos biofilm que su progenitora P192 (S19F+) (Fig. 24). 
El hecho de que los neumococos del serotipo 19A sean buenos formadores de 
biofilm podría explicar su gran capacidad de colonización en comparación con otros 
serotipos (Laufer et al., 2010) y, en definitiva, su prevalencia en la nasofaringe in-
fantil (Spijkerman et al., 2011), sobre todo después de que, como consecuencia de 
la vacunación con la PCV7, el número de neumococos de serotipo 19F en los por-
tadores sea mucho menor que en la época prevacunal. De los resultados expuestos 
en esta Tesis parece evidente que la incapacidad de los neumococos de los seroti-
pos 19B/19C para formar un biofilm comparable al de las estirpes de serotipos 
19F/19A reside en el hecho de que, a pesar de compartir un núcleo común, existen 
diferencias importantes en la estructura del CPS de cada uno de los grupos, tal y 
como se muestra en la figura 23A. 
3. LA MATRIZ EXTRACELULAR DEL BIOFILM NEUMOCÓCICO 
Al comienzo de esta Tesis, se conocía la existencia, en la matriz del biofilm de 
neumococo, de un componente proteico y de ADN-e extracelular. Sin embargo, con 
las imágenes de LTSEM obtenidas ahora se observa mucho más claramente la 
existencia de las EPS (Fig. 25). Con todos los resultados obtenidos en esta Tesis 
podemos afirmar que, además de confirmar la existencia de proteínas y de visuali-
zar el ADN-e (Fig. 26), resulta muy probable la existencia en dicha matriz de com-
plejos ADN-proteína y, más concretamente, con LytC (Figs. 29 y 35). LytC es una 
 180
DISCUSIÓN 
CBP muy abundante en el medio extracelular de los cultivos de neumococo (Eld-
holm et al., 2009) y podría estar actuando de forma análoga a la beta toxina de S. 
aureus, que se une al ADN-e y forma una matriz nucleoproteica insoluble que pro-
mueve la formación de biofilmes tanto in vitro como in vivo (Huseby et al., 2010). 
Los datos experimentales aportados en esta Tesis han mostrado que la unión entre 
LytC y el ADN-e es bastante fuerte y dependiente de Mg2+. Una vez formado el 
complejo, sólo la proteinasa K consiguió deshacerlo (Fig. 31). Sobre este punto te-
nemos que seguir profundizando en estudios futuros ya que sería interesante de-
mostrar su implicación en la formación del biofilm de neumococo y descubrir el pa-
pel tan poco conocido que tiene el ADN-e en la matriz de muchos biofilmes. El me-
canismo de liberación del ADN-e es desconocido aunque, en otras bacterias como 
P. aeruginosa, se ha descrito que dicha liberación depende de mecanismos de quo-
rum sensing (Allesen-Holm et al., 2006). Carrolo y cols. (2010) demostraron que las 
cepas lisogénicas de neumococo poseen una mayor capacidad de formación de 
biofilm que aquellas que no lo son. Esta observación es relevante dado que, 
aproximadamente, el 50% de los aislados clínicos de S. pneumoniae portan profa-
gos (Romero et al., 2009b). También se ha observado que cepas defectivas en la 
biosíntesis de lisinas fágicas o de la autolisina LytA recuperan la capacidad de for-
mación de biofilm cuando se les añade ADN tanto homólogo como heterólogo (Ca-
rrolo et al., 2010). Es muy posible que, en neumococo, la liberación del ADN-e sea 
dependiente de un proceso de autolisis y, por ello, los mutantes en los genes lytA 
y/o lytC formen un menor biofilm. No obstante, esta hipótesis deberá ser comproba-
da en experimentos futuros, ya que hemos visto mediante CLSM que el biofilm for-
mado por un mutante lytC posee, aparte de las diferencias ya señaladas en cuanto 
a la cantidad del mismo, un aspecto indistinguible del de la cepa silvestre en lo que 
respecta a la tinción con DDAO (datos no mostrados). Los experimentos in vitro 
también han mostrado la existencia de una pequeña (aunque detectable) interac-
ción entre el ADN y LytB o CbpF (Fig. 29); esta última proteína, además, fue capaz 
de competir con LytC en el ensayo de formación del complejo ADN-LytC (Fig. 34). 
Se ha mostrado que CbpF es un inhibidor de la actividad peptidoglicán hidrolasa (li-
sozima) de LytC (Molina et al., 2009). Si ambos procesos estuvieran relacionados 
podría interpretarse que CbpF se une a LytC por la región (o, al menos, próxima a 
ella) implicada en la unión de LytC al ADN; no obstante, se requieren experimentos 
adicionales para poder confirmar o rebatir completamente esta hipótesis. 
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El componente proteico de la matriz del biofilm de neumococo es importante tan-
to para la formación como para el mantenimiento del biofilm. El tratamiento con pro-
teinasa K o tripsina fue suficiente para inhibir la formación del biofilm así como para 
causar la disgregación del mismo una vez formado (Moscoso et al., 2006). Por otra 
parte, hemos mostrado en esta Tesis (Fig. 28) que algunos inhibidores de serín-
proteasas como BZA y PMSF producen una inhibición significativa (aunque parcial) 
en la capacidad de la cepa R6 para formar biofilm, indicando la participación de 
ciertas serín-proteasas (excluyendo HtrA) en la formación del biofilm neumocócico. 
En P. aeruginosa se ha identificado un inhibidor de la elastasa LasB (una metalo-
proteasa implicada en virulencia) que reduce la formación de biofilmes y que, ade-
más, es capaz de eliminarlos cuando el inhibidor se usa en combinación con antibi-
óticos convencionales (Cathcart et al., 2011). Además, ciertas proteasas controlan 
la cantidad de proteínas extracelulares necesarias para la formación y mantenimien-
to de un buen biofilm (Bove et al., 2011; Cathcart et al., 2011). Martí y cols. (2010) 
han descrito que la sobreexpresión de las proteasas Aur y SspA (que degradan la 
proteína de superficie Bap necesaria para la formación del biofilm) tiene como con-
secuencia la inhibición de la formación de biofilm en S. aureus. En consecuencia, se 
puede deducir que hay dos grupos de proteasas que actuarían de manera opuesta 
en la formación y mantenimiento de los biofilmes, unas que parecen controlar la 
abundancia de proteínas en la matriz del biofilm, como ocurre en S. aureus (Martí et 
al., 2010) y, otras que afectarían al desarrollo del biofilm al intervenir en procesos 
intracelulares que activarían la formación del biofilm, como ocurre en P. aeruginosa 
(Cathcart et al., 2011). En esta Tesis hemos observado que el mutante 
TRL_Spc105, que tiene interrumpido el gen spr0607 que codifica una metalopepti-
dasa de membrana (Kwon et al., 2011), forma casi un 60% más biofilm que su pro-
genitora R6 (Tablas 8 y 9 y Fig. 8), indicando que esta enzima está implicada en la 
hidrólisis de las proteínas de la matriz del biofilm de manera similar a las proteasas 
Aur y SspA de S. aureus. Además, cuando el minitransposón se localizó entre el 
promotor y el codón de iniciación del gen spr0607 (Figs. 9 y 10), como sucede en 
nuestro mutante TRL_Spc25 y en el denominado 5F10 descrito por Muñoz-Elías y 
cols. (2008), la inserción parece incrementar la transcripción de dicho gen. De ahí 
que el incremento en la biosíntesis de la metalopeptidasa Spr0607, aumentaría la 
destrucción de las proteínas de la matriz extracelular explicando por qué ambos mu-
tantes forman un biofilm menor que la cepas progenitoras correspondientes (R6 y 
TIGR4, respectivamente) (Tablas 8 y 9). Por el contrario, la interrupción, en el mu-
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tante TRL_Kan31, del gen spr1048 que codifica la metalopeptidasa intracelular Da-
pE, causa un 30% de reducción en la formación de biofilm (Tabla 10). Aunque la ra-
zón de este fenotipo no es evidente, conviene recordar que la elastasa LasB de P. 
aeruginosa estimula la formación de biofilm mediante la activación por procesa-
miento proteolítico de una nucleósido difosfato quinasa implicada en la formación de 
GTP, una molécula requerida para la formación del biofilm (Kamath et al., 1998). 
La existencia de un componente polisacarídico en la matriz del biofilm neumocó-
cico era desconocida al principio del desarrollo de esta Tesis, aunque se había su-
gerido la existencia de un polisacárido extracelular sobre la base de experimentos 
de tinción con azul alciano (Oggioni et al., 2006), un colorante que tiñe glicosamino-
glicanos, moléculas formadas por cadenas de unidades de disacáridos (azúcar áci-
do – aminoazúcar). No obstante, dado que las cepas empleadas en ese estudio fue-
ron D39 y TIGR4, ambas capsuladas y que contienen residuos ácidos en sus res-
pectivos polisacáridos [ácidos glucurónico y pirúvico, respectivamente (Kamerling, 
2000)], no se pudo excluir totalmente que fuera el CPS y no un exopolisacárido pro-
pio del biofilm el responsable de la respuesta positiva a la tinción. Anteriormente, se 
había observado una tinción positiva con la lectina WGA en ciertas áreas del biofilm 
(Donlan et al., 2004). El inconveniente de estos experimentos, es que fueron tam-
bién realizados con una cepa clínica capsulada y, además, de serotipo no especifi-
cado y, por tanto, los residuos detectados podrían pertenecer al CPS, a la pared 
bacteriana o a un exopolisacárido. Más recientemente, se demostró, mediante una 
combinación de cinco lectinas que incluían la WGA, la tinción de zonas dentro de un 
biofilm neumocócico empleando también cepas capsuladas (Hall-Stoodley et al., 
2008). Aunque, según estos autores, también se tiñó un biofilm de la cepa no cap-
sulada R6, esos datos no fueron mostrados.  
Para evitar las posibles interferencias comentadas, en todos los ensayos realiza-
dos en esta Tesis encaminados a demostrar la existencia de un posible polisacárido 
extracelular en el biofilm neumocócico, sólo se utilizaron cepas de neumococo no 
capsuladas. En primer lugar, los resultados obtenidos con NaIO4 (Fig. 36), nos sugi-
rieron la existencia de un polisacárido en el biofilm de neumococo diferente al poli-
sacárido capsular. Además, la utilización de calcoflúor permitió determinar la exis-
tencia en los biofilmes (pero no en los cultivos planctónicos) de un β-glicano distri-
buido por todo el espesor del biofilm (Fig. 37). La utilización combinada de lectinas 
(ConA, PNA, SBA y WGA) y CLSM fue de gran utilidad. Ninguna de ellas tiñó los 
cultivos planctónicos de neumococo, aunque SBA y WGA sí tiñeron el biofilm neu-
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mocócico (Fig. 39), sugiriendo que en la matriz del biofilm hay residuos accesibles 
de - y/o -GalNAc así como GlcNAc y/o Neu5Ac. Los grupos acetilo son sustitu-
yentes habituales en exopolisacáridos a los que confieren adhesividad y cohesión a 
los componentes de la matriz de los biofilmes (Flemming y Wingender, 2010). Los 
resultados obtenidos están en consonancia con los obtenidos por Hall-Stoodley y 
cols. (2008) quienes utilizaron una mezcla de 5 lectinas (ConA, PNA, SBA, WGA y 
Gs-II). No obstante y en contraste con nuestros estudios, la utilización conjunta y no 
individualizada de tales lectinas por parte de estos investigadores impidió la deter-
minación de los residuos a los que se unían las lectinas. La combinación de la lecti-
na WGA con el calcoflúor nos ha permitido poner de manifiesto la existencia de re-
giones del biofilm específicas para cada uno de estos compuestos, además de evi-
denciar que éstos también reconocen zonas de la preparación aparentemente libres 
bacterias (Figs. 40 y 41) lo que apoya aún más la existencia de un proceso de bio-
síntesis de uno o más polisacáridos específicos del crecimiento en forma de biofilm 
en S. pneumoniae.  
El uso de enzimas hidrolíticas sobre los biofilmes de neumococo corroboró los 
resultados anteriores, ya que, sobre la base de las concentraciones utilizadas en los 
ensayos, la enzima que mayor disgregación produjo en el biofilm neumocócico fue 
la quitinasa (90%) (Figs. 42 y 43), confirmando la presencia de residuos de -
GlcNAc en el polisacárido de las EPS. Otra de las enzimas que disgregó considera-
blemente el biofilm fue la celulasa (≈80%) que hidroliza enlaces -(1,4) entre resi-
duos de glucosa. La mayoría de las enzimas hidrolíticas que disgregaron el biofilm 
neumocócico actúan sobre enlaces -(1,4), lo que apoya los resultados obtenidos 
con el calcoflúor. Por otra parte, la falta de actividad disgregadora mostrada por la 
DispB sugiere que el tipo de enlace entre las unidades de GlcNAc en el polisacárido 
del biofilm neumocócico no sería -(1,6) sino más bien -(1,4). La posible existencia 
de un polisacárido en la matriz del biofilm de neumococo formado por residuos de 
Glc (1→4) (celulosa), ha sido descrita en otras bacterias como Salmonella typ-
himurium (Jonas et al., 2007). Además, se ha observado la asociación entre la celu-
losa de Salmonella y la quitina de Aspergillus niger en la formación de biofilmes 
complejos (Brandl et al., 2011). Si éste fuera el caso en neumococo, supondría la 
existencia, en la matriz del biofilm de S. pneumoniae, de dos exopolisacáridos (tipo 
celulosa y quitina) secretados por la misma bacteria aunque, dada la enorme com-
plejidad química y estructural que poseen los polisacáridos, la existencia de un solo 
polisacárido que contenga varios componentes y/o tipos de enlaces no puede ser 
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descartada en el estado actual de nuestros conocimientos. Por otra parte, la pulula-
nasa (EC 3.2.1.41) de B. acidopullulyticus, que hidroliza específicamente los enla-
ces (1→6)--D-Glcp (Dinadayala et al., 2004), destruyó muy eficazmente los biofil-
mes de neumococo (Fig. 45) indicando la existencia de ramificaciones de este tipo 
en el polisacárido del biofilm. No obstante, hay que tener en cuenta que se ha de-
mostrado que esta pululanasa posee una cierta inespecificidad en el tipo de enlace 
que hidroliza, como lo demuestra el hecho de su capacidad para eliminar las ramifi-
caciones (1→6)--D-Galp del galactomanano de la goma guar, producida por la le-
guminosa Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub. (Shobha y Tharanathan, 2008), un 
polímero de unidades de -1,4-D-manopiranosa unidas a residuos de -1,6-D-
galactopiranosa. Analizando conjuntamente los resultados obtenidos con el empleo 
del calcoflúor (Figs. 37 y 38), y las lectinas SBA y WGA (Figs. 39–41), la actividad 
disgregadora de la quitinasa/celulasa (Fig. 42) y pululanasa (Fig. 45) y el resultado 
de los análisis químicos de la fracción soluble en NaOH 1 M (Figs. 49 y 50), se pue-
de afirmar que, en la matriz del polisacárido del biofilm neumocócico, existe uno o 
más polisacáridos que contienen residuos de Glc (1→4), GlcNAc (1→4) junto 
con, posiblemente, residuos de Galp. Además, parece probable que el polisacárido 
(o polisacáridos) contengan ramificaciones de Glc/Gal (1→6). 
Se ha descrito que mutantes en los genes que codifican las neuraminidasas    
NanA y NanB tienen una reducida capacidad de formar biofilm (King, 2010). Ade-
más, estos genes aumentan su expresión en los biofilmes neumocócicos (Oggioni 
et al., 2006; Trappetti et al., 2009). Se ha sugerido que el ácido siálico libre contri-
buye a la formación de los biofilmes y podría ser una señal ambiental que promovie-
ra la colonización, un componente de la matriz o ambos (Trappetti et al., 2009). 
Aunque nuestros resultados son en principio compatibles con la posible existencia 
de Neu5Ac en la matriz del biofilm de neumococo ―ya que éste está compuesto de 
GlcNAc y GalNAc y ambos componentes podrían estar presentes sobre la base de 
los experimentos en los que se utilizaron las lectinas WGA y SBA, respectivamente 
(Fig. 39)―, la falta de efecto apreciable de la adición exógena de NanA apuntaría, 
en todo caso, a una participación secundaria, al menos en nuestro modelo in vitro 
de biofilm.  
La búsqueda de posibles genes responsables de la síntesis del EPS tuvo como 
resultado la obtención de evidencias experimentales de que los genes que codifican 
las glicosidasas StrH, EndoD y BgaA (Tabla 16) están implicados de algún modo en 
la formación del biofilm neumocócico. Las tres glicosidasas actúan sobre residuos 
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de la matriz del biofilm de neumococo ya identificados en esta Tesis y, por tanto, es 
lógico que al interrumpir estos genes se vea afectada la capacidad de formación de 
biofilm (Tabla 16). No obstante, hay que señalar que la adición de EndoD a los bio-
filmes ya formados no produjo efecto disgregador apreciable. Se ha visto que mu-
tantes en las glicosidasas NanA, NanB, BgaA y BgaC forman un menor biofilm in vi-
tro. Los mutantes bgaA tienen reducida la capacidad de adhesión a células epitelia-
les y se piensa que el papel de esta proteína en adhesión es independiente de su 
actividad enzimática, ya que mutantes en la actividad enzimática de BgaA, no tie-
nen afectada la capacidad de adhesión (King, 2010). Los experimentos de inactiva-
ción por minitransposón llevados a cabo a lo largo de esta Tesis no señalan clara-
mente qué gen o genes están implicados en la síntesis del polisacárido del biofilm 
neumocócico. Sin embargo, ciertos productos génicos parecen desempeñar un pa-
pel, siquiera limitado, en dicha síntesis. Así, de las proteínas de S. pneumoniae que 
podrían interactuar con azúcares (Tabla 15), la inactivación de los genes codifican-
tes de las posibles GTs, spr1223 (GT2), spr1224 (GT4) y spr1459 (GT2) originó una 
pequeña, aunque estadísticamente significativa, disminución de la capacidad de 
formación del biofilm (Tabla 16). Las GTs de la familia 2 invierten la configuración 
anomérica del azúcar dando lugar a -glicósidos, como la celulosa o la quitina, 
mientras que las GT4 mantienen dicha configuración dando lugar a -glicósidos 
(Cantarel el al., 2009). 
Resulta evidente que para la identificación detallada de los genes implicados en 
la biosíntesis del biofilm neumocócico se necesitarán experimentos adicionales tan-
to de mutagénesis al azar como de inactivación selectiva de los genes mostrados 
en la Tabla 15 que no han sido estudiados en la presente Tesis. En nuestra opinión, 
los primeros genes que deberían estudiarse serían los posiblemente implicados en 
la síntesis de glucógeno y que, por comparación de secuencias, corresponden a los 
genes spr1028 a spr1031. El almacenamiento de -glucanos por parte de diversos 
estreptococos está bien documentado (McFarland et al., 1984). Aunque su papel no 
está totalmente aclarado, el glucógeno bacteriano es considerado, en general, co-
mo un polisacárido de reserva (Ballicora et al., 2003). No obstante, se sabe que es-
te -glucano posee un papel importante tanto en la patogenicidad de S. mutans 
(Spatafora et al., 1995) como en la formación de biofilmes en Salmonella (Bonafon-
te et al., 2000). El glucógeno es un polímero bastante soluble en agua que está 
compuesto por hasta cientos de miles de unidades de glucosa unidas, en un 90%, 
por enlaces (1→4) y, en un 10%, por enlaces (1→6). Aunque se han descrito tres 
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rutas de síntesis de glucógeno en bacterias, las bacterias Gram-positivas con bajo 
contenido en G+C utilizan la denominada vía clásica (Chandra et al., 2011) que se 
inicia con la síntesis de ADP-Glc a partir de Glc-1-fosfato mediante la acción de la 
enzima ADP-Glc pirofosforilasa (GlgC; posiblemente Spr1030 en neumococo) y su 
polimerización subsiguiente por la glucógeno sintasa (GlgA; Spr1032) para formar 
un glucano lineal. La proteína GlgD (Spr1031) parece que aumenta la afinidad y ac-
tividad de GlgC (Ballicora et al., 2003). A continuación, éste se transforma en glucó-
geno por la acción de la enzima ramificante (GlgB; Spr1029) que cataliza la transfe-
rencia de oligoglucanos no reductores a la posición 6 de las cadenas lineales. Utili-
zando una vía biosintética diferente, especies del genero Mycobacterium sintetizan 
un -glucano de localización tanto intracelular como extracelular (cápsula) que es 
importante para la persistencia del microorganismo in vivo (Sambou et al., 2008). 
Resulta muy interesante que, aunque ambas formas del -glucano son muy simila-
res en composición y estructura, existen sutiles diferencias entre ellas cuyo signifi-
cado es desconocido por el momento pero que se ha sugerido que puedan afectar 
al papel biológico de ambos polímeros (Dinadayala et al., 2008). Otro gen de poten-
cial interés en el estudio de la transferencia de residuos de Glc (1→6) es spr0948 
que se encuentra anotado como codificante de una neopululanasa (EC 3.2.1.135) 
posiblemente por su homología (50% identidad; 65% similitud; E <10–180) con la co-
rrespondiente enzima producida por Geobacillus (Bacillus) stearothermophilus cuya 
estructura tridimensional es conocida (Hondoh et al., 2003). Se ha demostrado que 
esta enzima es capaz de catalizar cuatro reacciones diferentes, dos de ellas de 
hidrólisis, (1→4) y (1→6), y otras dos de transglicosilación, (1→4) y (1→6) 
(Takata et al., 1992). 
LytB es una CBP de S. pneumoniae que degrada enlaces en el peptidoglicano de 
manera localizada y es la responsable de la separación de las células hijas al final 
de la división celular, evitando así la formación de cadenas (García et al., 1999b; De 
las Rivas et al., 2002). No se ha demostrado bioquímicamente que LytB sea de 
hecho una N-acetilglucosaminidasa pero su módulo catalítico es similar (30% de 
identidad sobre unos 175 aminoácidos; E = 10–20) al dominio C-terminal de AtlA 
(una autolisina bifuncional de S. aureus) donde reside la actividad N-
acetilglucosaminidasa (Vollmer et al., 2008). Los mutantes atlA de S. aureus forman 
grumos, permanecen unidos entre sí y no forman un buen biofilm (Houston et al., 
2011). De forma similar se ha comprobado que los mutantes lytB de S. pneumo-
niae, además de formar largas cadenas, presentan una menor capacidad para for-
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mar biofilmes que la cepa parental (Moscoso et al., 2006). Nuestros resultados su-
gieren que la proteína LytB podría desempeñar un papel esencial en las etapas ini-
ciales de la formación del biofilm (Figs. 46 y 47), ayudando a la diseminación de las 
células hijas sobre la superficie a colonizar y constituyendo así los diferentes sitios 
de nucleación necesarios para la formación de las microcolonias y el posterior desa-
rrollo del biofilm. La ausencia de LytB impediría la separación de las células hijas y 
la colonización posterior de la superficie. Por el contrario, un exceso de proteína di-
seminaría los pequeños clusters o agrupaciones celulares necesarias para la for-
mación de las microcolonias. En esta Tesis hemos demostrado que un mutante lytB 
de S. pneumoniae incrementa su formación de biofilm cuando se añade hasta 1 μg 
ml–1 de LytB purificada. A bajas concentraciones de la enzima, el mutante puede 
llegar a formar un biofilm similar al de la cepa silvestre pero, si la concentración de 
la enzima supera 1 μg ml–1, se inhibe la formación del mismo (Figs. 47 y 48). 
Además del ya mencionado “factor señalizador difusible” (un ácido graso cis insa-
turado, implicado, entre otras funciones, en la formación y dispersión de los biofil-
mes), en algunos microorganismos existe evidencia experimental de que ciertos 
componentes lipídicos podrían estar relacionados con la formación de biofilmes. És-
te es el caso de los glicopeptidolípidos de algunos miembros del género Mycobacte-
rium (Schorey y Sweet, 2008). Sin embargo y como ya se ha mencionado, la inacti-
vación por inserción de los genes fabM (mutante P177) o fabT no ocasionó ninguna 
alteración en la formación del biofilm en S. pneumoniae. Por otra parte, López y Kol-
ter (2010) han observado recientemente que el ácido zaragócico A, un inhibidor de 
las escualeno sintasas, impide la formación de biofilmes de Bacillus subtilis y S. au-
reus. Se sabe que el ácido zaragócico A inhibe la formación de balsas lipídicas (lipid 
rafts) que contienen una variedad de proteínas de transporte y señalización, entre 
ellas la denominada flotillin-1. Se ha demostrado la existencia de homólogos de flo-
tilina-1 en numerosas bacterias (entre ellas B. subtilis y S. aureus y diversos Strep-
tococcus). Curiosamente, mientras que algunos miembros de los SGM, como S. 
sanguinis, codifican proteínas muy similares (E = 10–68) a la flotilina-1 de B. subtilis 
(YuaG), se encontraron sólo similitudes muy bajas (E = 10–4) con proteínas de 
neumococo, S. mitis y S. oralis. En consonancia con estos datos, el ácido zaragóci-
co (entre 10 y 400 μM) no mostró efecto significativo alguno en la formación del bio-




4. LOS BIOFILMES DE S. PNEUMONIAE ELUDEN EL SISTEMA INMUNE 
En las últimas dos décadas, muchos estudios han descrito el hecho de que las bac-
terias que forman parte de los biofilmes muestran una resistencia notable a los 
componentes del sistema inmune del hospedador (para revisiones recientes, véase 
Nobbs et al., 2009; Fey, 2010; Hundstad y Justice, 2010; Benakanakere y Kinane, 
2012; Elias y Banin, 2012). Sin embargo, aún no está claro si esta resistencia se 
asocia exclusivamente con alteraciones fenotípicas de las bacterias que los integran 
provocadas por el modo de vida sésil o no. Consecuentemente, resulta necesario 
conseguir una mejor comprensión de los mecanismos mediante los cuales las bac-
terias que forman el biofilm son capaces de eludir el sistema inmune. Las bacterias 
poseen una serie de mecanismos para evadir de las defensas del hospedador, co-
mo son la cápsula (Morán et al., 1998; Shiau y Wu, 1998; Barbuti et al., 2010; 
Hyams et al., 2010) o diversas proteínas de superficie y modificaciones en éstas 
(Kraiczy y Würzner, 2006; Blom et al., 2009; Dalia et al., 2010; Ramos-Sevillano et 
al., 2011), pero no está claro cómo estos factores pueden contribuir específicamen-
te en las propiedades de los biofilmes para conferirles resistencia frente al sistema 
inmune.  
Se ha observado que los biofilmes de algunas bacterias como Mycoplasma pul-
monis (Simmons y Dybvig, 2007), Porphyromonas gingivalis (Hajishengallis et al., 
2012) y S. epidermidis (Kristian et al., 2008) confieren protección frente al sistema 
inmune del hospedador, gracias a la evasión del sistema del complemento. Así, se 
ha demostrado que los biofilmes de S. epidermidis permiten un menor depósito de 
C3b e IgG que los cultivos planctónicos (Kristian et al., 2008).  Al igual que en estas 
bacterias, en esta Tesis se ha descrito que cuando S. pneumoniae se multiplica en 
forma de biofilm, es capaz de reducir la respuesta inmune mediada por el sistema 
del complemento al impedir que C3b, C1q y la proteína de fase aguda CRP se de-
positen de forma eficiente en la superficie de neumococo (Figs. 52, 55 y 56). Ade-
más podemos afirmar que el biofilm neumocócico no constituye una barrera infran-
queable para el depósito de estas moléculas del complemento, ya que hemos ob-
servado que las moléculas de C3b penetran a través del biofilm, llegando hasta las 
capas inferiores (Fig. 53). Esto mismo se ha descrito en los biofilmes de S. epider-
midis (Cerca et al., 2006). Las células del biofilm reclutan eficazmente el fH (Fig. 57) 
interfiriendo, de este modo, en el normal funcionamiento de la vía alternativa que 
resulta en la amplificación del depósito de C3b en la superficie bacteriana. Ello     
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explicaría los menores niveles de C3b observados en la superficie bacteriana de las 
células del biofilm (Fig. 52). Además, se ha observado que el reclutamiento del fH 
por parte del biofilm neumocócico es dependiente de la proteína PspC (Fig. 58). 
PspC, como ya se ha comentado previamente, es una CBP y un factor importante 
para la colonización y enfermedad invasiva (Zhang et al., 2000; Brock et al., 2002; 
Agarwal et al., 2010; Asmat et al., 2011). Esta proteína de superficie es capaz de 
unir C3b del complemento ―lo que impide la opsonización― y el fH humano (Dave 
et al., 2004; Quin et al., 2005), un factor que inhibe la activación de la vía alternati-
va. En otros microorganismos como Treponema denticola, un patógeno periodontal, 
se ha observado que la evasión del sistema inmune tiene lugar también mediante la 
unión de fH a una proteína de superficie (en este caso, la lipoproteína FhbB) 
(McDowell et al., 2007, 2009, 2010), de manera análoga a lo que ocurre en S. 
pneumoniae entre el fH y PspC. Se ha descrito que la activación de la vía alternati-
va del complemento representa uno de los mecanismos de defensa del hospedador 
frente a las infecciones neumocócicas durante el desarrollo de la otitis media aguda 
(Li et al., 2011). El hecho de que el biofilm de neumococo sea capaz de reclutar el 
fH de forma eficiente junto con el menor depósito de C3b observado sobre la super-
ficie del biofilm, hace que sea muy importante fomentar la búsqueda de fármacos 
anti-biofilmes.  
La posible repercusión fisiológica de la evasión del complemento por parte de los 
biofilmes se ha estudiado llevando a cabo ensayos de fagocitosis (Vuong et al., 
2004; Kristian et al., 2008) comparando con cultivos planctónicos. Sin embargo, la 
aplicación de esta técnica para el estudio de biofilmes plantea algunas limitaciones 
técnicas importantes como es el número de células bacterianas (por lo general alre-
dedor de 107 UFC ml–1 con el fin de mantener una proporción equilibrada entre las 
bacterias y los fagocitos). Los biofilmes maduros tienen una densidad celular mucho 
más alta que los cultivos planctónicos y, por ello, hay recurrir a realizar diluciones 
de aquellos (Meluleni et al., 1995; Cerca et al., 2006). También hay que tener en 
cuenta el estado de maduración del biofilm ya que se ha descrito que los biofilmes 
maduros de S. aureus evaden mejor la fagocitosis que los más “jóvenes” (Günther 
et al., 2009). Otro aspecto discutido es si el biofilm evade mejor el sistema inmuno-
lógico debido a la falta de penetrabilidad de los componentes de la respuesta inmu-
ne (Costerton et al., 1999). Por estas razones, en esta Tesis, además de utilizar la 
misma cantidad de bacterias planctónicas que sésiles y de emplear una cepa no 
capsulada, se ha llevado a cabo la disgregación del biofilm neumocócico para tratar 
 190
DISCUSIÓN 
de evitar posibles interpretaciones erróneas. Se comprobó que, entre un biofilm dis-
gregado y otro intacto, no existen diferencias ni en el depósito de moléculas del 
complemento ni en los ensayos de fagocitosis. 
Los resultados obtenidos con el sistema de complemento mostraron que los bio-
filmes de la cepa no capsulada de S. pneumoniae P040 son capaces de evitar la 
opsonofagocitosis mediada por neutrófilos polimorfonucleares humanos a diferencia 
de lo que ocurre en un cultivo planctónico (Fig. 59). En otros biofilmes bacterianos 
como el de S. epidermidis, se ha descrito cómo las bacterias que integran el biofilm 
evitan la deposición de IgG y C3b produciendo un incremento en la resistencia a la 
fagocitosis del biofilm comparado con las bacterias planctónicas (Kristian et al., 
2008). Estudios llevados a cabo con el componente exopolisacarídico del biofilm de 
S. epidermidis (PIA), han evidenciado que éste confiere protección contra la fagoci-
tosis (Vuong et al., 2004; Cerca et al., 2006). Un trabajo más reciente pone de mani-
fiesto que las cepas de S. epidermidis productoras de PIA poseen mayor capacidad 
proinflamatoria al activar el sistema del complemento pero, al tener lugar una dismi-
nución en la activación de granulocitos y citoquinas, se dificulta notablemente la 
erradicación del biofilm (Fredheim et al., 2011). Schommer y cols. (2011) han ob-
servado que, además del PIA, los biofilmes de S. epidermidis cuentan con dos pro-
teínas, una de superficie (Aap) y otra extracelular (Embp), para evadir eficazmente 
el sistema inmune del hospedador al conferir protección frente a la fagocitosis. Co-
ntra lo que pudiera pensarse, los biofilmes de P. aeruginosa aumentan su formación 
en presencia de neutrófilos ya que los neutrófilos necróticos sirven de matriz bioló-
gica para la formación de los biofilmes gracias a la liberación de polímeros de actina 
y ADN (Walker et al., 2005). Además, se ha comprobado que, el ADN-e es el mayor 
componente proinflamatorio de la matriz del biofilm de P. aeruginosa (Fuxman et al., 
2010). Leid y cols. (2002) han descrito que los leucocitos humanos penetran en el 
biofilm de S. aureus pero son incapaces de fagocitar a las bacterias que lo integran. 
En nuestro caso, el mecanismo por el que los biofilmes de neumococo eluden la fa-
gocitosis por las células profesionales del hospedador parece estar vinculado a una 
mayor resistencia a la inmunidad mediada por el sistema del complemento. Los fac-
tores que intervienen en la formación del biofilm pueden representar dianas prome-
tedoras en la búsqueda de moléculas capaces de prevenir las infecciones asocia-
das a biofilmes en S. pneumoniae ya que la inhibición de la formación del biofilm 
hace que la bacteria sea más susceptible a la acción del complemento y a la subsi-
guiente fagocitosis. Todos estos datos indican que las bacterias que integran el bio-
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film neumocócico tienen características fenotípicas diferentes a las de las bacterias 
en estado planctónico. Este trabajo sienta las bases para el comienzo de una nueva 
línea de investigación a desarrollar en el laboratorio encaminada a conocer más so-
bre las interacciones patógeno-hospedador durante el crecimiento sésil de las bac-
terias.  
5. NUEVAS ESTRATEGIAS ANTI-BIOFILMES NEUMOCÓCICOS 
El creciente y preocupante desarrollo de resistencias antibióticas y los altos costes 
derivados de la hospitalización de pacientes con infecciones neumocócicas, ha 
promovido la búsqueda de alternativas a los antibióticos actualmente en uso pero, 
además, los biofilmes confieren protección y persistencia adicionales a las bacterias 
que los forman (Costerton et al., 1999). Por esta razón, la investigación de nuevas 
(y, a veces, no tan nuevas), medidas terapéuticas es una necesidad hoy en día. 
El xilitol es capaz de inhibir la formación del biofilm neumocócico a partir de 50 
mg ml–1 (Fig. 60), en parte porque este edulcorante habitual de los chicles disminu-
ye el crecimiento bacteriano (Renko et al., 2008). Algunos estudios sugieren que el 
xilitol puede prevenir la otitis media aguda al haberse observado una inhibición del 
crecimiento de neumococo y de la adherencia de S. pneumoniae y H. influenzae a 
las células nasofaríngeas (Uhari et al., 2000). Posteriormente, este mismo grupo 
demostró que el xilitol produce cambios en la ultraestructura de neumococo (por 
ejemplo, la pared celular aparece difusa al microscopio electrónico) (Tapiainen et 
al., 2004) y disminuye significativamente la expresión de los genes capsulares de 
distintos serotipos de neumococo analizados en cultivos planctónicos (Kurola et al., 
2009). En S. mutans se ha descrito también este mismo efecto del xilitol sobre el 
metabolismo del polisacárido capsular (Söderling et al., 1987). En nuestros ensa-
yos, se analizó el efecto del xilitol sobre los biofilmes de la cepa no capsulada S. 
pneumoniae R6. Durante la redacción de esta Tesis, nuestros resultados han sido 
refrendados por los de Kurola y cols. (2011) quienes observaron, además, que la 
reducción causada por el xilitol en la formación de biofilmes por parte de aislados 
clínicos de neumococo de diferentes serotipos no tiene lugar en presencia de fuen-
tes adicionales de carbono como la glucosa. Por otra parte, en S. mutans, el xilitol, 
además de producir la inhibición de la glicolisis, reduce la cantidad de polisacáridos 
adherentes extracelulares y de ácidos lipoteicoicos, lo que conduciría a la formación 
de unos biofilmes muy débilmente unidos a las superficies dentarias (Mäkinen, 
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2010). Esto podría explicar por qué este compuesto inhibe el crecimiento y, por tan-
to, la formación de biofilmes neumocócicos.  
A diferencia del xilitol, la NAC además de inhibir la capacidad de formación del 
biofilm neumocócico (Fig. 61A), es capaz de disgregarlo (Fig. 61B) a concentracio-
nes inferiores a la MIC y que, teóricamente, pueden ser alcanzadas en las secre-
ciones orofaríngeas cuando se emplean las dosis habituales del fármaco en huma-
nos (Riise et al., 2000). Además de disgregar el biofilm, la NAC produce la muerte 
bacteriana (Fig. 61C). Asimismo, se ha descrito la pérdida de adherencia de cultivos 
planctónicos de S. pneumoniae y H. influenzae a células epiteliales de la orofaringe 
después del tratamiento con distintas concentraciones de NAC in vitro (Riise et al., 
2000). Otros grupos de investigación han demostrado que la NAC disminuye la for-
mación de biofilmes (Pérez-Giraldo et al., 1997; Marchese et al., 2003; Schwandt et 
al., 2004) y la producción de los exopolisacáridos de la matriz (Olofsson et al., 
2003), además de promover la disgregación de los biofilmes maduros de otras bac-
terias (Marchese et al., 2003; Schwandt et al., 2004; Aslam et al., 2007; Zhao y Liu, 
2010; Leite et al., 2011). La combinación de NAC con antibióticos es una alternativa 
a la terapia antibiótica habitual. La administración de NAC con amoxicilina, eritromi-
cina y/o levofloxacina apenas mejoró la actividad antibacteriana de ambos com-
puestos. Sin embargo, la terapia secuencial intramuscular-aerosol con tianfenicol 
más NAC tuvo un éxito clínico notable (84–100%) en los pacientes con rinosinusitis 
recurrente y en infecciones en las vías del tracto respiratorio superior en las que se 
ha demostrado la presencia de biofilmes (de S. aureus, S. pneumoniae, S. pyoge-
nes y H. influenzae) (Macchi et al., 2006). También se ha descrito una reducción 
significativa del biofilm de S. epidermidis con el tratamiento combinado de NAC y ri-
fampicina (Leite et al., 2011). Usando un modelo en ratas de meningitis bacteriana 
causada por S. pneumoniae, se demostró el efecto beneficioso del tratamiento con 
la NAC y otros antioxidantes en las lesiones corticales, siendo un prometedor trata-
miento adyuvante de la meningitis bacteriana (Auer et al., 2000). Este compuesto se 
usa en clínica para el tratamiento de la bronquitis crónica, cáncer e intoxicaciones 
por paracetamol (Olofsson et al., 2003), y, por todas las investigaciones realizadas 
en los últimos años, la NAC posee propiedades antibacterianas y antibiofilmes que 
pueden colaborar con o, tal vez, sustituir a fármacos en uso para infecciones provo-
cadas por biofilmes o por bacterias muy resistentes a los antibióticos habituales. 
Aunque los antibióticos de última generación y/o la combinación de éstos con 
otros compuestos como el NAC, estén dando buenos resultados, es importante se-
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guir buscando y desarrollando nuevas alternativas o recuperar viejas líneas de in-
vestigación en la lucha contra estos patógenos y sus biofilmes. 
Una terapia alternativa es, por ejemplo, el uso de la enzima DNasa para el trata-
miento de infecciones pleurales combinada con un activador del plasminógeno tisu-
lar; este tratamiento mejora el drenaje y reduce la cirugía y la estancia hospitalaria 
de los pacientes (Rahman et al., 2011). Como ya se ha dicho anteriormente, la ma-
triz del biofilm neumocócico contiene, al igual que otros biofilmes bacterianos,  
ADN-e y, en consecuencia, niños mayores de 5 años con fibrosis quística pueden 
ser tratados con DNasa I recombinante humana, para mejorar la función pulmonar 
cuando se administra como aerosol o nebulizador (Smyth et al., 2010). Este trata-
miento podría también ser eficaz en pacientes con infecciones producidas por neu-
mococo (Hall-Stoodley et al., 2008). Otra alternativa es el uso de enzimas bacteria-
nas que degradan el exopolisacárido de la matriz del biofilm como, por ejemplo, la 
DispB, que disgrega los biofilmes de Staphylococcus, A. pleuropneumoniae (Izano 
et al., 2008), E. coli (Itoh et al., 2005) y Bordetella (Parise et al., 2007), aunque co-
mo ya se comentado anteriormente en esta Tesis, no tiene ningún efecto sobre el 
biofilm neumocócico. 
Una nueva estrategia para el control de los biofilmes es el uso de enzimas que 
degradan la pared celular bacteriana. Las enzimas líticas de pared celular (o mure-
ín-hidrolasas) como la amidasa Pal y la lisozima Cpl-1, codificadas respectivamente 
por los fagos Dp-1 y Cp-1, permitió a Loeffler y cols. (2001) erradicar el estado por-
tador en la nasofaringe de ratones infectados por neumococo y acuñar el término 
“enzibióticos” para estas lisinas (Nelson et al., 2001). Además, se ha descrito que el 
tratamiento con Cpl-1 elimina la colonización e impide el desarrollo de otitis media 
(McCullers et al., 2007). En trabajos previos se ha demostrado la capacidad de las 
endolisinas de los fagos 11 y SAL-2 para eliminar in vitro los biofilmes de S. au-
reus (Sass y Bierbaum, 2007; Son et al., 2010). 
En nuestro caso, los resultados obtenidos con las enzimas fágicas Ejl, Pal, Cpl-1 
y Cpl-7 y las autolisinas LytA y LytC de neumococo son prometedores para el tra-
tamiento de los biofilmes de neumococo (Figs. 62 y 63). Es notable que la mayoría 
de estas enzimas, además de tener un efecto bactericida, también disgregan el bio-
film neumocócico. Sin embargo, aunque Pal y LytC, no producen un cambio aparen-
te en la estructura del biofilm, sí se ha comprobado que producen la muerte de las 
bacterias que lo integran (Figs. 62 y 63). Tras el tratamiento de los biofilmes de 
neumococo con las enzimas Pal o LytC y posterior tinción con CV no se observa 
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una reducción en la A595 respecto al control sin tratamiento. Una posible explicación 
a este hecho podría ser una mayor adhesión de las bacterias a la superficie del po-
cillo mediada por la acción de las hidrolasas de pared en S. epidermidis (Heilmann 
et al., 1997) o tras el tratamiento con la endolisina del fago 12 en biofilmes de S. 
aureus (Sass y Bierbaum, 2007). En el caso del tratamiento con LytC es posible que 
las bacterias muertas queden unidas entre sí y al ADN-e de la matriz del biofilm 
neumocócico, debido a los complejos de esta autolisina con el ADN-e, tal y como se 
ha descrito en el capítulo 3 de Resultados. En cualquier caso es interesante apuntar 
que las propiedades exclusivamente bactericidas de LytC y Pal podrían poseer inte-
rés terapéutico en determinadas ocasiones como, por ejemplo, en casos de menin-
gitis donde la lisis masiva de las bacterias podría producir una reacción inflamatoria 
aumentada sumamente perjudicial para el paciente. Habrá que investigar además si 
la destrucción del biofilm neumocócico causada por las enzimas líticas de pared no 
podría colaborar en alguna medida a la dispersión de algunas células viables del 
biofilm. 
Además, se ha demostrado que la combinación de diferentes enzimas que de-
gradan la pared bacteriana, como la amidasa LytA y la lisozima Cpl-1(Fig. 64), es 
más efectiva para el tratamiento de infecciones neumocócicas asociadas a biofil-
mes.  
Hay que tener en cuenta que estas enzimas poseen indudables ventajas para su 
posible uso terapéutico: 1) son fáciles de producir en grandes cantidades y de forma 
pura (Sánchez-Puelles et al., 1992); 2) poseen una estructura modular que puede 
permitir su manipulación por ingeniería genética y la modificación de su actividad y 
espectro antibacteriano (López et al., 2000); 3) no se han descrito resistencias a las 
endolisinas bacterianas, y 4) los anticuerpos producidos no bloquean su actividad 
(Fischetti et al., 2010). Por otra parte, es interesante resaltar que la vida media de 
los enzibióticos en plasma no es muy diferente de la de varios antibióticos -
lactámicos de uso común e incluso más larga que la de la cefotaxima (Soriano et 
al., 1996). En cualquier caso, recientes experimentos demuestran que es posible 
manipular alguna de estas proteínas para incrementar su actividad y alargar su 
permanencia en plasma (Resch et al., 2011). 
En resumen, la utilización de compuestos como el xilitol o la NAC y la combina-
ción de hidrolasas de pared de S. pneumoniae y endolisinas fágicas, constituyen al-
ternativas muy prometedoras para la prevención y tratamiento de las infecciones 















1. La formación del biofilm es un proceso multifactorial en el que intervienen genes 
implicados en muy diversas funciones celulares. 
2. Además de genes del metabolismo de carbohidratos y síntesis de poliaminas, 
se describe por primera vez la implicación de la proteína PhtE (candidata para 
una nueva vacuna proteica) en el desarrollo de un biofilm neumocócico. 
3. La metalopeptidasa de membrana Spr0607 parece estar implicada en la forma-
ción del biofilm. Esta enzima parece catalizar la hidrólisis de una o más proteí-
nas de la matriz del biofilm controlando así la cantidad de proteínas extracelula-
res necesarias para la formación y mantenimiento del biofilm. 
4. Las cepas tolerantes a vancomicina forman un menor biofilm. La deficiencia de 
LytA, el fondo genético y la expresión/regulación del sistema CiaRH pueden ex-
plicar la menor formación de biofilm de estas cepas. 
5. Los biofilmes del serotipo 3 presentan una notable heterogeneidad debida a la 
coexistencia de bacterias capsuladas y mutantes no capsulados. Estos últimos 
podrían desempeñar un papel esencial en las etapas iniciales del desarrollo del 
biofilm. 
6. En general, el polisacárido capsular puede constituir una barrera física que im-
pide o, al menos, dificulta, las primeras etapas de formación del biofilm. No obs-
tante, la estructura química del polisacárido capsular influye en la formación del 
biofilm ya que, dentro del mismo serogrupo capsular, se ha observado que los 
neumococos de los serotipos 19A y 19F son buenos formadores de biofilm 
mientras que los de serotipos 19B y 19C no. 
7. La matriz del biofilm neumocócico contiene ADN-e mientras que el ARN es un 
componente minoritario.  
8. Las proteínas de la matriz extracelular son importantes tanto para la formación 
como para el mantenimiento del biofilm y su abundancia parece estar bajo el 
control de una o más serín-proteasas. 
9. Es muy probable la existencia de complejos ADN-proteína y, más concretamen-
te, con LytC, en la matriz del biofilm de neumococo.  
10. En dicha matriz se ha demostrado la existencia de uno o más polisacáridos que 




residuos de Galp. Además, parece probable que el polisacárido (o polisacári-
dos) contengan ramificaciones de Glc o Gal α(1→6). 
11. LytB podría desempeñar un papel esencial en las etapas iniciales de la forma-
ción del biofilm, ayudando a la diseminación de las células hijas sobre la super-
ficie a colonizar. 
12. Las bacterias que forman el biofilm de S. pneumoniae permiten un depósito de 
C3b en su superficie menor que las de los cultivos planctónicos. 
13. El biofilm elude la vía clásica del sistema del complemento reduciendo la depo-
sición de C1q y CRP. 
14. Junto con lo anterior, el biofilm neumocócico se evade de la vía alternativa del 
sistema del complemento al reclutar de forma más eficaz que un cultivo 
planctónico, el factor H, un regulador negativo de esta vía. 
15. La evasión del sistema del complemento tiene como consecuencia fisiológica 
una menor opsonofagocitosis de las bacterias que forman parte del biofilm. 
16. Compuestos como el xilitol y la NAC pueden utilizarse para prevenir la forma-
ción de biofilmes neumocócicos. Además, la NAC ha mostrado una potencial 
acción terapéutica. 
17. Las hidrolasas de pared de neumococo LytA y LytC, las endolisinas fágicas Pal, 
Ejl, Cpl-1 y Cpl-7 y combinaciones de las mismas, como LytA + Cpl-1, constitu-
yen una prometedora alternativa para el tratamiento de las infecciones neu-
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